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Uber den Calcium-Stoffwechsel 
in der ersten Phase der Blutgerinnung. 

Ill. Mitteilung: 

Meehanismus der Thrombinbildung. 

Von 
H. Scheuring. 
fAus dem Pharmakologischen Institut der Johann-Kasimir-Universitat in 

Lwow (Polen).] 


(Eingegangen am 16. September 1935.) 


In der vorigen Mitteilung! haben wir festgestellt, daB die 'Trombin- 
bildung immer von einer Verschiebung von Calcium vom Ionenzustand 
zum negativen Ca-Komplex begleitet wird. Es bleibt nun zu erforschen, 
welche Krafte diese Verschiebung verursachen und was fiir ein Mecha- 


nismus sie leitet. 

Der Ubergang des Calciumions bei der Thrombinbildung vom 
nichtadsorbierbaren zum adsorbierbaren Zustand beweist, daB es in eine 
chemische oder physiko-chemische Verbindung eintritt. Es muB also 
eine Affinitaét zum Calciumion bei diesem ProzeB die leitende Rolle 
spielen. Aus diesem Grunde muB vor allem erforscht werden, welcher 


von den beiden bei der Gerinnung wirksamen Korper das Thrombogen 
oder die Thrombokinase die Affinitaét zum Calciumion besitzt. 

Wie friiher gezeigt werden konnte, ist die optimal wirkende Menge 
von Thrombokinase direkt proportional, dagegen die optimale Menge 
von Calciumion indirekt proportional der Thrombogenmenge. Jedoch 
sind die optimalen Mengen von Thrombokinase und Calcium von- 
einander unabhangig. Diese Tatsache weist schon darauf hin, daB bei 
der Bildung vom _ negativen Ca-Komplex die Affinitaét zwischen 
Thrombogen und Calciumion die dominierende Rolle spielt. 

Eine ganze Reihe von Untersuchungen iiber den Gehalt des nega- 
tiven Ca-Komplexes im Lungenextrakt, welcher als Thrombokinase- 
lésung verwendet wurde, beweist auch die gegenseitige Unabhangig- 
keit zwischen Thrombokinase und Calciumion. Die Calcium- 
bestimmungen wurden bei diesen Untersuchungen mit der in der 
II. Mitteilung angegebenen Methode durchgefiihrt. Zu der Thrombo- 
kinaselésung wurden verschiedene Mengen von CaCl, zugesetzt und die 
Menge des negativen Ca-Komplexes bestimmt. Niemals wurden dabei 
einheitliche Resultate erzielt, welche eine Regelmabigkeit in den Be- 
ziehungen zwischen Thrombokinase und Calciumion zu vermuten er- 
laubten. Zwar enthalten besonders die starker konzentrierten Lungen- 


1 Scheuring, diese Zeitschr. 279, 436, 1935. 
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extrakte kleine Mengen von durch BaSQ, adsorbierbarem Calcium, sic 
waren aber, im Vergleich mit der im Serum vorkommenden Menge seh 
klein, héchstens 4 bis 5% des Gesamtcalciumgehalts der ''hrombokinase 
lésung. Auch zeigte der Gehalt an negativem Ca-Komplex keine regel 
miBigen Veranderungen, die fiir das Serum, wie wir weiter unten sehen 
werden, so charakteristisch und wichtig sind. Er zeigt nur kleine, ganz 
unregelmaBige Schwankungen. Alle diese Umstande sprechen dafiir, dab 
der bedeutungslose Gehalt an adsorbierbarem Calcium im Lungen- 
extrakt der Anwesenheit einer kleinen Menge von Blut und Lymphe 
zugeschiieben werden muB. Man kann also als festgestellt betrachten, 
da zwischen Thrombokinase und Calciumion keine unmittelbare 
Affinitaét besteht. 


Dagegen zeigen die Calciumverschiebungen vom Ionenzustand 
zum negativen Ca-Komplex im Serum eine vielseitige Regelmabigkeit. 
Aus der ‘labelle I der I. Mitteilung ergibt sich, daB nach dem Ent- 
fernen des negativen Ca-Komplexes durch Adsorption mit BaSQ, in 
kiirzester Zeit fast dieselbe Menge neugebildet wurde. Diese ‘lat- 
sache stimmt mit der Beobachtung von Stevart und Percival! und 
Laskowski* iiberein, daB die Menge der kolloidalen Caleiumverbindungen 
im Serum der Calciumionenkonzentration direkt proportional ist, wobei 
die Veranderung der einen Phase die Veranderung der anderen nach sich 
zieht. Da aber die genannten Autoren die gesamten kolloiden Calcium- 
verbindungen untersucht haben und in unserer Abhandlung nur ein 
Teil derselben, nimlich der negative Ca-Komplex beriicksichtigt wurde, 
muBten die Ergebnisse ihrer Untersuchungen fiir diesen Komplex 
nachgepriift werden. Zu diesem Zweck wurden folgende Versuche 
durchgefiihrt : 

Versuch 1. Es wurde normales Hundeserum (8S) benutzt, -welches mit 
gleichen Mengen von physiol. Kochsalzlésung und von 0,1- bis 0,5 %igen 
Lésungen von CaCl, vermengt wurde. Dann wurde der Gesamtcalcium- 
gehait (Ges.-Ca) und die Menge des negativen Ca-Komplexes (n. Ca-K.) 
mit der in der II. Mitteilung angegebenen Methode bestimmt (Tabelle I). 


Tabelle I. 





‘ Gesart-Ca n. Ca-K. as Ca-K. 
Nr. in mati, in mg-%/9 | dete 

1 S + physiol. Kochsalzlisung . . 6.52 | 1,36 20.8 

2 SFO uiwe Getle-c s ed 23.00 | 3,60 15,6 

3 $+02 , e ree toe ag Ni 3804 | 3,16 8.3 

4 $+03 , me Ree ee ee 538,00 | 3,24 6,1 

5 S+04 , ‘ MS aGy Cee 68,78 3,36 49 

6 8$+05 , x Sg Nel sf 84,40 2,20 2.6 

1 Stewart u. Percival, Biochem. J. 22, 559. — # Laskowski, C. r. Soc. 


d. Science. et de Lettres de Varsovie 25, 1932 (polnisch). 
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Calcium-Stoffwechsel in der ersten Phase der Blutgerinnung. III. 3 


Der Versuch zeigt, dab der Zusatz von CaCl, ein Ansteigen der Menge 
des negativen Ca-Komplexes verursacht. Das Niveau dieses Komplexes 
bleibt in ziemlich breiten Grenzen der Konzentrationsschwankungen 
des Gesamtcalciumgehalts unverandert, um erst beim Uberschreiten von 
fast 70 mg-% 
berechnete Prozentgehalt dieses Komplexes parallel zur Steigerung der 


‘ 


a zu sinken. Hingegen sinkt der auf Gesamtcalcium 


Konzentration des CaCl, im Serum. 


Versuch 2. Es wurde gleichfalls normales Hundeserum (8S) benutzt, 
welches mit gleicher Menge von 0,1 °%iger CaCl,-Lésung vermengt wurde. 
In dieser L6sung wurde der Gesamtcalciumgehalt und die Menge des nega- 
tiven Ca-Komplexes bestimmt, sodann wurde die Lésung in Kollodium- 
dialysierhiilsen gegen calciumfreie Ringer-Locke-Lésung dialysiert. Nach 
4- und 24stiindiger Dialyse wurden Proben entnommen und auch in diesen 
der Gehalt an Calcium und negativem Ca-Komplex bestimmt (Tabelle IT). 


Tabelle II. 





: , — . Ca-K. 
. Gesamt-Ca on. Ca-K. oe . 
Nr. in mg-9 in mg-°/5 Ge ‘ rox 
0 jesamt-Ca 


1 || S+0,1%ige CaCl vor der Dialyse. . 24,86 = 1,44 59 
2 S8S+0,1 , = nach 4 Std. Dialyse 13,24 1,14 8.6 
‘14402 .-... a) Os . 5,90 0,54 92 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, zieht die Verminderung der Konzen- 
tration von freiem Calciumion die Herabsetzung des Gehalts an negativem 
Ca-Komplex nach sich. Beide Versuche zeigen also, daB die Reaktion 
zwischen 'Thrombogen und Calciumion reversibel ist. Der in der Tabelle 1 
der II. Mitteilung dargestellte Versuch hat bewiesen, da nach dem 
Entfernen des negativen Ca-Komplexes aus dem Serum durch Ad- 
sorption an BaSQO, dieselben Mengen dieses Komplexes in kiirzester 
Zeit nachgebildet werden. Alle diese Tatsachen zusammen beweisen, 
daB& zwischen Calciumion, freiem Thrombogen und negativem Ca- 
Komplex ein Gleichgewichtszustand besteht, welcher automatisch 
reguliert wird. Diese Verhaltnisse entsprechen dem Gesetz der Massen- 
wirkung. Man kann also diese Reaktion auf folgende Weise formulieren : 

Thrombogen;,,; + Ca” == negativ. Ca-Komplex. (1) 

Diese Formel stimmt mit der in der Tabelle VII der IL. Mitteilung 
festgestellten 'Tatsache, daB die optimal wirkende Calciumkonzentration 
im Serum zu der Menge des gesamten Thrombogens umgekehrt pro- 
portional ist, iiberein. Auf Grund der obigen Formel ist diese Tatsache 
leicht verstandlich. Wenn weniger Thrombogen in die Reaktion eintritt 
und die Menge des negativen Ca-Komplexes unverandert bleiben soll, 
dann muB die Menge von Calciumion ansteigen. Man kann also diese 
Reaktion auch folgendermaBen darstellen: 


Negatives Ca-Komplex ; 
=<. (2) 


(Thrombogen,,,.;) . (Ca’’) 
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Wenn also die Thrombogenmenge sinkt, dann mu entweder dic 
Menge des negativen Ca-Komplexes auch sinken, oder die Menge des 
Calciumions ansteigen, um den K-Wert konstant zu erhalten. Umgekehrt 
wenn die Thrombogenmenge ansteigt, mu entweder die Menge des 
negativen Ca-Komplexes mit ansteigen, oder die Calciummenge fallen 
wenn K konstant bleiben soll. Dieselben Regeln gelten fiir die Anderungen 
des Calciumgehalts im Serum. Wir sehen also, daB die oben angegebenen 
Formeln mit den experimentell gefundenen 'Tatsachen genau iiberein 
stimmen. 


In der I. Mitteilung dieser Arbeit! wurde gezeigt, daB zwischen 
Thrombogen und Thrombokinase eine Affinitaét besteht, jedoch nur in 
Anwesenheit von freien Calciumionen. In der II. Mitteilung (I. ¢ 
‘Tabelle IT) haben wir gezeigt, daB die Menge des gebildeten Thrombins 
von der Menge des negativen Ca-Komplexes abhangig ist. Wenn wir nun 
diese Tatsache mit den oben vorgestellten Verhaltnissen zusammen 
stellen, sehen wir, daB diese Affinitét nicht zwischen Thrombogen und 
‘Thrombokinase, sondern zwischen negativem Ca-Komplex und Thrombo- 
kinase besteht. Wenn wir aber die Begriffsbestimmung ,,Thrombogen* 
beibehalten und mit ihm eben diesen Kérper, welcher die Affinitat zu 
Thrombokinase besitzt, bezeichnen wollen, dann miissen wir den Begriff 
Prothrombogen einfiihren. Als Prothrombogen werden wir also den 
Blutbestandteil bezeichnen, welcher mit Calciumion in Reaktion eintritt 
und mit demselben Thrombogen bildet. Dann ist Prothrombogen mit 
Thrombogen;,,; und negativer Ca-Komplex mit 'Thrombogen identisch 
und die Formeln (1) und (2) nehmen folgende Gestalt an: 


Prothrombogen + Ca’ <> Thrombogen, (3) 
S <_— ; 


Thrombogen ; 
ry = K. (4) 
(Prothrombogen) . (Ca™*) 

Aus dem in Tabelle I angefiihrten Versuch ist auch ersichtlich, dab 
beim Uberschreiten einer gewissen Konzentration von Calciumionen die 
Menge von Thrombogen (negativer Ca-Komplex) nicht mehr ansteigt, ja 
sogar fallt. Nach der Thrombogenbildungsformel (4) kann man diese 
irscheinung so deuten, da bei gewisser Calciummenge das gesamte 
Prothrombogen zur Bildung des negativen Ca-Komplexes verbraucht 
wird, so daB die weitere Bildung unmdéglich ist. Diese Deutung kann aber 
im Lichte des in Tabelle III dargestellten Versuchs nicht angenommen 
werden, aus dem folgt, dab, obwohl die maximale Menge des negativen 
Ca-Komplexes durch die Zugabe von 0,1 %iger CaCl,-Lésung gebildet 
wird und die Menge desselben durch Zusatz 0,2 °,iger Ca-Lésung nicht 


1 Scheuring, diese Zeitschr. 277, 437, 1935. 
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Calecium-Stoffwechsel in der ersten Phase der Blutgerinnung. III. 5 


vergr6éBert werden kann, ist dennoch méglich, durch Thrombokinase- 
zusatz die Mehrbildung hervorzurufen. Wenn aber die ganze Menge des 
Prothrombogens durch den Calciumzusatz verbraucht ware, dann kame 
diese Mehrproduktion unter keinen Umstanden zustande. Man mub 
also annehmen, da trotz der maximalen Bildung des negativen Ca-Kom- 
plexes unter Calciumzusatz noch Prothrombogen vorhanden ist und somit 
durch Zusatz von Thrombokinase erneut negativer Ca-Komplex entsteht. 
Die Hemmung der Bildung von negativem Ca-Komplex ist so zu deuten, 
daB wenn Ca‘* vergr6éBert wird und die Thrombogenmenge nicht ver- 
groBert werden kann, die Prothrombogenmenge verkleinert werden muB, 
damit die Konstante unverandert bleibt. Dasselbe gilt fiir die Ver- 
groBerung der Prothrombogenmenge im Serum. Aus der IJ. Mitteilung 
(Tabelle IV) haben wir gesehen, daB der ProthrombogeniiberschuB die 
Gerinnung hemmt. Aus derselben Mitteilung (‘Tabelle Il) wissen wir 
aber, daB die Gerinnungshemmung mit Verminderung des negativen 
Ca-Komplexes (Thrombogens) einhergeht. Diese beiden Tatsachen 
wurden durch die Feststellung bestatigt, daB das Verdiinnen des Serums 
eine Vermehrung des negativen Ca-Komplexes nach sich zieht (II. Mit- 
teilung). Es folgt daraus, daB UberschuB beider Muttersubstanzen die 
Bildung des Thrombogens hemmen. Nach der oben angegebenen 
Thrombogenbildungsformel (4) ist diese Tatsache nur auf die Weise zu 
erklaren, daB bei Vergr6Berung des einen Faktors der andere vermindert 
werden muB, damit das Gleichgewicht erhalten bleibt. Man mu also 
vermuten, daB der negative Ca-Komplex allein nur dann gebildet wird, 
wenn beide Faktoren in gleichwertigen Mengen vorhanden sind. Wenn 
aber der eine oder der andere im UberschuB vorkommt, erfolgt auBer 
der Bildung des negativen Ca-Komplexes auch eine andere chemische 
Verbindung, welche fiir den GerinnungsprozeB unwirksam ist. Wenn 
also im Serum Prothrombogen oder Calciumion im Uberschu8 vorhanden 
sind, dann kommen gleichzeitig zwei Reaktionen vor: 


entweder : 
Thrombogen 
+4 ky (1) 
(Prothrombogen) . (Ca™*) 
und 
Nichtaktive Ca-Prothrombogen-Verbindung ' : 
(Prothombogen) . (a .Ca’’) * (+) 
oder : 
Thrombogen 
(Prothrombogen) . (Ca””) 1 (I) 
und 
Nichtaktive Prothrombogen Ca-Verbindung P (3) 
ne : 


(a . Prothrombogen) . (Ca™’) 
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Die Menge des gebildeten Thrombogens ist demnach nicht nur vor 


der Konstanten 4, abhangig, sondern von dem Verhaltnis zwischen zwei 


Konstanten: entweder £,/k, = K, oder k,/k, = Ky. Je gréBer also dey 
UberschuB des einen oder anderen Faktors wird, desto kleiner wird K, 
bzw. K, und folglich auch die Menge des gebildeten negativen Ca 
Komplexes, bis sie schlieBlich praktisch den Nullwert erreicht und 
dann die Gerinnung ganzlich gehemmt wird. 

In der II. Mitteilung wurde bewiesen, daB die fiir den Gerinnungs 
prozeB optimale Ca-Konzentration im Serum der physiologischen 
gleicht. Dasselbe wurde durch den in der Tabelle I angefiihrten Versuch 
bestatigt. Es ist ersichtlich, daB der gréBte Prozentgehalt an negativem 
Ca-Komplex der physiologischen Ca-Konzentration entspricht. Aus dem 
oben gesagten folgt, daB die fiir den GerinnungsprozeB, also physiologisch 
optimale Ca-Konzentration nicht der chemisch optimalen Konzentration 
entspricht, bei welcher die gréBte Menge von negativem Ca-Komplex 
gebildet wurde. Die physiologisch optimale Konzentration ist die- 
jenige, bei welcher die gréBte Menge von negativem Ca-Komplex und 
gleichzeitig die kleinste Menge von nichtaktiven Prothrombogen-Ca- 
Verbindungen gebildet wurde. Bei dieser Konzentration ist der 
Verbrauchdes Prothrombogens fiir die Gerinnung am meisten 6konomisch, 
was sich in der kiirzesten Gerinnungszeit offenbart. 

Auf diese Weise wurde festgestellt, daB die Affinitaét zwischen 
Calciumion und Prothrombogen, welche dem Gesetz der Massenwirkung 
unterliegt, die leitende Rolle bei der Thrombinbildung besitzt. Es bleibt 
nun iibrig zu klaren, auf welche Weise die Calciumverschiebung bei dem 
Thrombokinasezusatz erfolgt. Es wurde zu diesem Zweck folgender 
Versuch angestellt: 

Zwei Serien, jede zu drei Serumproben (8S) von je 10 cem, wurden, die 
erste Serie mit gleicher Menge phys. Kochsalzlésung, 0,1- und 0,2 °,iger 
CaCl,-Lésung und die zweite mit gleicher Menge optimal aktivierender 
Thrombokinaselésungen (R), welche einmal mit physiologischer Kochsalz- 
l6sung, das andere Mal mit 1 %iger und schlieBlich in 2 %iger CaCl,-Lésung 
verdiinnt wurden, vermischt. Auf diese Weise wurden zwei Serien von 
Serumproben gewonnen, welche dieselbe steigende Konzentration von 
CaCl, enthielten und sich bloB dadurch unterschieden, da die eine von 
ihbnen durch Thrombokinase optimal aktiviert war, die andere dagegen 
nicht. In allen Serumproben wurde mit der iiblichen Methode das Gesamt- 
calcium und der negative Ca-Komplex bestimmt (Tabelle III). 

Es ist aus der Tabelle ersichtlich, daB durch Zusatz von Thrombo- 
kinase die Menge des negativen Ca-Komplexes gesteigert wird. Diese 
Steigerung, welche als Thrombinkalk (Tr.-Ca) bezeichnet wurde, hangt 
aber nicht von der Gesamtcalciumkonzentration, sondern von der Menge 
des negativen Ca-Komplexes ab. Dort, wo trotz verschiedener Konzen- 
tration des Calciumions die Menge des negativen Ca-Komplexes gleich- 
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Tabelle III. 














N Gesamt-Ca n. Ca-K. Pasa _ 
Nr. i y= y.0 ’ 
in mg-°/9 in mg-°/» Gesamt-Ca 
1 $+ physiol. Kochsalzlusung . . 6,34 0,40 6,3 
2 S+O1%ige Cal... 22,20 2.06 9.4 
8 |8$+02 , 4 38,26 2,96 54 
rc) _ ns 
Z ie ges 
Nr 5S 5 ; |8 2 
uv : 8° 3 





4.8 + (R + physiol. Kochsalz- 


lésung) . cs wo « « ft 620) O54: 87); O14| 28 | O14 2 
5), S + (R + 0, 1 ige viens | 

Loésung). . 21,74| 2.54 | 11,7|048| 22 | 046! 21 
6,/S+58 + (R + 0.2%) ive Ca ly- 

hoeung). .. . . | 36,10} 256; 7,1) 0,50) 1,4 | 2,16) 5,6 


geblieben ist, dort bleibt auch die unter dem EinfluB der zugesetzten 
Thrombokinase gebildete Menge des negativen Ca-Komplexes  un- 
verandert. Der in der Tabelle III dargestellte Versuch zeigt also, dab 
die Menge des durch Zusatz von Thrombokinase gebildeten Thrombin- 
kalkes unmittelbar nur von der Menge des negativen Ca-Komplexes 
bzw. des Thrombogens abhangt. Da aber die Menge des Thrombogens 
von der Menge des Calciumions abhangig ist, ist folglich die Menge des 
gebildeten Thrombinkalkes von der Konzentration des Calciumions 
mittelbar abhangig. Daraus folgt, daB nach Zusatz der Thrombokinase 
eine ihrer Menge gleichwertige Menge von Thrombogen aus dem Gleich- 
gewicht: Prothrombogen + Ca’” == Thrombogen entzogen wird. Es 
wird dadurch die rechte Seite der Gleichung vermindert, und nach dem 
Gesetz der Massenwitkung mu dann entweder die linke Seite kleiner 
werden, oder die rechte gréBer werden, um das Gleichgewicht zu er- 
halten. Das Ergebnis des Versuchs zeigt, daB das Gleichgewicht durch 
die Neubildung des Thrombogens, also durch die VergréBerung der 
rechten Seite, erreicht wurde. Auf diese Weise wurde der Gesamtgehalt 
des negativen Ca-Komplexes im Serum vermehrt. Dieser Vorgang 
aihnelt sehr dem in der Tabelle I der 11. Mitteilung dargestellten Versuch, 
wo auch nach der Adsorption des negativen Ca-Komplexes an das 
BaSO, derselbe sofort frisch gebildet wurde. 

AnschlieBend an den in der Tabelle III dargestellten Versuch mubB 
noch eine Tatsache hervorgehoben werden. Wie aus der Tabelle er- 
sichtlich, ist die Menge des durch Oxalat fallbaren Calciums in mit 
Thrombokinase aktiviertem Serum kleiner als im nichtaktivierten, 
obwohl die Menge des zugesetzen Calciums in beiden Serien peinlichst 
genau gleich war. Diese Differenz (Ca Def.) ist nicht zufallig, weil sie 
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regelmaBig bei allen Proben vorkommt und einen der Vermehrung de 
Gesamtcalciums parallelen Zuwachs zeigt. Es folgt daraus, daB ein Tei 
von Kalksalzen durch das Ammoniumoxalat nicht ausgefallt wird un 
daB die Menge dieser Calciumphase von der Menge des Gesamtcalcium 
einerseits und Anwesenheit der Thrombokinase anderseits abhangig ist 
Wir sehen aus der Tabelle, da die Prozentzahl des Calciumdefizits, aui 
das Gesamtcalcium der nichtaktivierten Serumproben berechnet, s 
lange unverandert bleibt, so lange die Prozentzahl des Thrombin 
kalkes, auf dieselbe Weise berechnet, unverandert bleibt. Wenn sich 
aber dieser Prozentgehalt vermindert, vergréBert sich gleichzeitig de: 
Prozentgehalt des Calciumdefizits. Da wir aber wissen, daB der Cher 
schuB von Calciumion mit dem Prothrombogen in eine nichtaktive 
Verbindung eintritt, liegt die Vermutung nahe, dai das unfallbare 
Calcium eben diese Prothrombogen-Calciumverbindung ist. Diese 
Frage werden wir an dieser Stelle nicht zu entscheiden versuchen; es sei 
nur bemerkt, daB dieses Calciumdefizit keine Fehlerquelle fiir unsere 
Untersuchungen bildet, da der Gehalt an negativem Ca-Komplex als 
Differenz zwischen Calciumgehalt in mittels BaSO, adsorbiertem und 
nicht adsorbiertem Serum bestimmt wurde. Es wiederholt sich also 
derselbe Fehler in beiden Bestimmungen, wodurch er aufgehoben wird. 

In der I. Mitteilung (Tabelle IIT) wurde bewiesen, da} das Thrombin 
durch Entziehung von Calciumion in seine Komponenten zerlegt wird. 
Die Thrombokinase wird namlich nach Zusatz von Alkalioxalat frei 
und kann dann durch die roten Blutkérperchen adsorbiert werden. Die 
Verbindung des Thrombogens mit Thrombokinase ist also umkehrbar, 
was folgendermafen dargestellt werden kann: 


Thrombogen + Thrombokinase =. Thrombin. (5) 


Aus der Tabelle I] und IV der II. Mitteilung sehen wir, dafi die 
Vermehrung der Thrombokinase bei unveranderter Thrombogenmenge 
die Vermehrung der Thrombinmenge nach sich zieht. Das geschieht 
aber nur bis zu einer Grenze, welche der optimal aktivierenden Menge 
von Thrombokinase gleicht. Uber diese Grenze hinaus beginnt die 
hemmende Wirkung des Thrombokinaseiiberschusses. Wir kénnen also 
annehmen, daB die optimal aktivierende Menge von Thrombokinase 
der Thrombogenmenge gleichwertig ist. Die Bestatigung dieser An- 
nahme finden wir in derselben Tabelle, aus der zu ersehen ist, da die 
optimal aktivierende Menge der Thrombokinase sich parallel der 
Thrombogenmenge andert. Aus derselben Tabelle ist auch das um- 
gekehrte Verhaltnis zu ersehen, und zwar, daB der Thrombogeniiber- 
schuB auf die Gerinnung hemmend wirkt, und daB die optimal akti- 
vierende Menge des Thrombogens von der Thrombokinasemenge ab- 
hangig ist. Wir sehen also, daB die Menge des gebildeten Thrombins von 
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dem Mengenverhaltnis zwischen Thrombogen und Thrombokinase 

abhangt, was uns erlaubt, die oben angegebene Formel der Thrombin- 

bildung nach dem Gesetz der Massenwirkung auf folgende Weise dar- 
zustellen : 

Thrombin : 

(Thrombogen) . (Thrombokinase) a. (8) 

Diese Formel gilt aber nur so lange, bis die Thrombokinasemenge 
der Thrombogenmenge héchstens gleichwertig ist. Wenn aber ein 
UberschuB eines von diesen Faktoren zugesetzt wird, vermindert sich die 
Thrombinmenge, wie es experimentell bewiesen ist. (I1. Mitteilung, 
Tabelle II], [V und VII.) Dann muB sich auch die Konstante andern, 
was darauf hinweist, da ein neuer chemischer Proze} hinzugetreten ist. 

Die hemmende Wirkung des Prothrombogeniiberschusses haben wir 
schon oben erklart. Die VergréBerung der Prothrombogenmenge ver- 
ursacht die Verminderung der Thrombogenmenge und folglich auch der 
Thrombinmenge. Es bestehen zwei Méglichkeiten, die hemmende 
Wirkung des Thrombokinaseiiberschusses zu erklaren: Entweder bildet 
der ThrombokinaseiiberschuB mit Thrombogen eine andere, bei dem 
GerinnungsprozeB nicht aktive chemische Verbindung, was Thrombogen- 
verminderung und folglich auch Thrombinverminderung nach sich zieht, 
oder der ThrombokinaseiiberschuB adsorbiert Thrombin und dieselbe 
wird auf diese Weise neutralisiert. Die Verminderung des Thrombins 
verursacht dann nach der Thrombinbildungsformel den Zerfall des 
Thrombogens, das ist die Verminderung des negativen Ca-Komplexes. 
Welcher von diesen beiden Prozessen unter diesen Umstanden vor- 
kommt, soll an dieser Stelle nicht entschieden werden. 

Beide Prozesse, d.i. Thrombogenbildung und Thrombinbildung, sind 
nach dem oben Gesagten innigst miteinander verbunden. Es ist also 
gerechtfertigt, die Thrombinbildung in folgende Formel zu_fassen: 
Prothrombogen + Ca” = 

=< Thrombogen + Thrombokinase <= Thrombin, (7) 
oder 
Thrombin 
: K. (8) 
Thrombogen 
-. | + [Thrombokinase] 
(Prothrombogen) . (Ca’*) 

Alle Faktoren, welche bei der Thrombinbildung teilnehmen, miissen 
gemaB dieser Formel im Gleichgewicht sein. Es ist nun eine sehr 
interessante Frage, wie sich die gegenseitigen Mengenverhaltnisse aller 
Gerinnungsfaktoren im normalen Serum bzw. Plasma gestalten. Es 
handelt sich selbstversténdlich nur um die Mengenverhaltnisse Pro- 


thrombogen-Calciumion und Thrombogen-Thrombokinase, da Thrombo- 
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kinase und Calciumion keine gegenseitige Affinitaét haben. Die Mengen- 
verhaltnisse zwischen Ca-lon und Prothrombogen haben wir schon 
friiher festgestellt, und wir wissen, daB sie physiologisch optimal sind. 
Anders steht aber die Sache mit dem Thrombogen und der Thrombo- 
kinase. Wie wir wissen, hangt die Menge des Thrombogens von der Menge 
des Prothrombogens ab. Aus der Tabelle IV der II. Mitteilung folgt, dai 
die Gerinnungszeit des mit R/64 aktivierten Plasmas etwa 6 Minuten 
betragt. Das ist eben die durchschnittliche Gerinnungszeit des normalen 
Blutes. Man kann also annehmen, daB das normale Blut héchstens die 
Halfte derjenigen Thrombokinasemenge enthalt, wie sie die im Ver- 
haltnis 1: 64 verdiinnte Lésung von Lungenextrakt enthalt. (Beim Ver 
such wurden Plasma und Lungenextrakt zu gleichen Teilen vermischt, also 
zweifach verdiinnt.) Da aber bei dieser Thrombokinasemenge die Ge- 
rinnung des 30 °,igen Plasmas viel schneller als die des nicht verdiinnten 
Plasmas erfolgt, kénnen wir annehmen, daB im normalen Serum bzw. 
Plasma das Prothrombogen im Verhaltnis zur Thrombokinase im groBen 
Uberschu&, wenigstens in zweifach gréBerer Menge vorhanden ist als die 
physiologisch optimale. Einerseits hemmt der Prothrombogeniiber- 
schuB die Gerinnung, anderseits aber ist die Thrombinmenge mit der 
Prothrombogenmenge laut Thrombinbildungsformel (9) innigst  ver- 
bunden. Es ist also sehr wahrscheinlich, das die Menge dieser beiden 
Faktoren so eingestellt ist, daB die Wirkung des Thrombins durch 
ProthrombogeniiberschuB neutralisiert wird. Dann ist also die Fliissig- 
erhaltung des Blutes in den GefaiBen im fliissigen Zustand nur von dem 
Gleichgewicht im Thrombinbildungssystem abhangig. Diese Vermutung 
hat eine starke Unterstiitzung in den Befunden von Storz', welcher 
feststellte, daB ,,bei Veranderung der Serumzusammensetzung durch 
verschiedene Ursachen eine Gerinnungsverzégerung stets mit einer 
Gdobulinvermehrung, anderseits eine Verminderung mit einer be- 
schleunigten Gerinnung einhergehen*, und Fischers*, welcher innerhalb 
der Globulinfraktion eine Antiprothrombinwirkung fand. Anderseits 
wissen wir, daB Prothrombogen bzw. Thrombogen in den Globulin- 
fraktionen zu suchen ist. 
Zusammenfassung. 

1. Die leitende Rolle bei der Thrombinbildung hat die chemische 
Affinitat zwischen Caleiumion und Prothrombogen. 

2. Die Reaktion zwischen Calcium und Prothrombogen unterliegt 
dem Gesetz der Massenwirkung, worauf die Formel der Bildung von 
negativem Ca-Komplex aufgebaut wird. Der negative Ca-Komplex ist 
mit dem Thrombogen identisch. 


! H. Storz, Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 10, 8S. 1583, 1935. — 
2 A. Fischer, Klin. Wochenschr. 1932, S. 936; diese Zeitschr. 244, 464, 1932. 
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3. Die hemmende Wirkung des Caleium- bzw. Prothrombogen- 
iiberschusses beruht wahrscheinlich auf Bildung anderer Stoffe als 
Thrombogen, die fiir den GerinnungsprozeB inaktiv sind. 

4. Unter dem EinfluB der Thrombokinase wird im Serum und 
Plasma negativer Ca-Komplex neu gebildet, welcher von uns als 
Thrombinkalk bezeichnet wurde. Die Menge des Thrombinkalkes 
hangt unmittelbar nur von der Menge des im Serum vorhandenen 
negativen Ca-Komplexes (Thrombogens) ab. 

5. Die Verbindung zwischen Thrombogen und Thrombokinase ist 
umkehrbar und unterliegt auch dem Gesetz der Massenwirkung, worauf 
die Formel der Thrombinbildung aufgebaut ist. 

6. Die Uberschiisse beider Thrombinkomponenten wirken hemmend 
auf die Gerinnung, wobei aber der Mechanismus der Hemmung bei 
beiden Faktoren verschieden ist. ProthrombogeniiberschuB vermindert 
die Menge des gebildeten Thrombogens. Der ThrombokinaseiiberschuB 
verbindet sich mit dem Thrombin und neutralisiert es auf diese Weise, 
oder er bildet mit dem Thrombogen eine andere, bei der Gerinnung nicht 
aktive Verbindung, was die Verminderung des negativen Ca-Komplexes 
und folglich auch der Thrombinmenge nach sich zieht. 

7. Die Bildung von Thrombogen und Thrombin sind innigst mit- 
einander verbunden, weshalb auch beide Bildungsformeln verbunden 
werden kénnen. 

8. Das normale Hundeserum enthalt in bezug auf den Prothrombogen- 
gehalt optimale Mengen von Calciumionen, dagegen in bezug auf die 
‘Vhrombokinase einen ProthrombogeniiberschuB, welcher wenigstens 
doppelt so groB ist wie die optimale Menge des Prothrombogens. 














Uber Oxydation, Phosphorylierung und Girung 
durch Apozymase in Gegenwart einiger reversibler Oxydo- 
Reduktionssysteme. 
Von 
Ake Lennerstrand und John Runnstrém. 
(Aus der Abteilung fiir experimentelle Zoologie im Zootomischen Institut 
der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 24, September 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich haben Warburg und Christian (1) nachgewiesen, dal 
das System: Hexosemonophosphorsaure -+ hamolysierte Pferdeblut- 
kérperchen + Phosphatpuffer + Methylenblau Sauerstoff verbraucht 
Verfasser (2) haben nachgewiesen, daB ein Zusatz von gereinigter Co 
Zymase den Sauerstoffverbrauch nicht unbetrachtlich erhéht. Gleich- 
zeitig tritt eine Phosphorylierung im System ein. Runnstro6m und 
Michaelis (3) fanden weiter, daB Pyocyanin Methylenblau in dem er- 
waihnten System ersetzen kann. Pyocyanin gibt einen Sauerstoff- 
verbrauch derselben GréBe wie nach Zusatz von Methylenblau. Be- 
merkenswert ist aber, daB Pyocyanin bei der Phosphorylierung Methylen- 
blau + Co-Zymase ersetzen kann. Zusatz von Pyocyanin + Co-Zymase 
treibt die Phosphorylierung weiter als nach Zusatz von Pyocyanin allein. 
Wenn Farbstoff in den oben erwahnten Systemen mit Phosphorylierung 
nicht zugesetzt wird, ist der Sauerstoffverbrauch auBerst gering und die 
Phosphorylierung fallt fort. Wir haben deshalb den SchluB gezogen, dab 
die Phosphorylierung in dem studierten System mit Oxydationsprozessen 
gekoppelt ist. Dabei ist aber zu betonen, daB die Oxydationsprozesse 
nur unter gewissen Bedingungen eine Phosphorylierung bewirken 
kénnen. Bald nach der Veréffentlichung unserer ersten Arbeit (2) ist 
eine vorlaufige Mitteilung von Schaffner und Baur (4) erschienen. Dieser 
folgten eine weitere vorlaufige und zwei ausfiihrlichere Arbeiten (5) (6) (7). 
Nach diesen Verfassern hat ein dialysierter Glycerinextrakt aus Hefe 
eine starke phosphatatische Wirksamkeit. Er wirkt aber auch nach 
Zusatz von Co-Zymase, Magnesium und Hexosediphosphat nicht 
phosphorylierend. Erst nach Zusatz einer Redoxase aus Orangesamen 
oder des Warburgschen Zwischenferments + Acetaldehyd tritt eine 
starke Phosphorylierung ein. Die Gegenwart eines Oxydoreduktions- 
systems ist folglich notwendig, um eine Phosphorylierung zu erreichen. 
Es gelang den Verfassern schlieBlich auch nachzuweisen, daB die Hefe- 
phosphatase zur Erzielung der Phosphorylierung nicht notwendig ist. 
Zur Komplettierung des Zwischenferments ist nur Zymohexase not- 
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wendig und wenn Dioxyacetonphosphorsaure als Substrat der Oxydation 
verwendet wird, ist sogar das Zwischenferment allein befihigt, die 
Bildung von Hexosephosphorsaureester zu bewirken. Dische (8) be- 
richtet auch tiber den Zusammenhang zwischen der Synthese der Adeno- 
sintriphosphorsaure und der oxydoreduktiven Umlagerung von Di- 
oxyacetonphosphorsaureester bei der Glykolyse. 

Die neueren Arbeiten von Schaffner und Baur gehen in prinzipiellen 
Ziigen, wie sie auch selbst hervorheben, auf die Arbeit Nilssons (9) 
zuriick. Dieser Forscher hatte schon den Zusammenhang zwischen der 
Reduktion des Acetaldehyds und der Phosphorylierung von Glucose in 
Gegenwart von Apo-Zymase, Hexosediphosphorséure in durch NaF- 
Zusatz vergifteten Ansitzen bewiesen. Damit war tatsachlich der 
Beweis schon erbracht, daB ein oxydoreduktiver Vorgang fiir die Phospho- 
rylierung der Glucose in dem Hefesystem notwendig ist. Wie Nilsson 
nachwies, wird der Acetaldehyd zu Alkohol reduziert und gleichzeitig 
entsteht als Oxydationsprodukt die Phosphoglycerinsaure ; .Weyerhof und 
Kiessling (10) haben spater die Befunde Nilssons bestatigt und in ver- 
schiedenen Hinsichten weiter ausgebaut, vgl. auch Meyerhof (11). 

Die vorliegende Arbeit befaBt sich vor allem mit der Oxydation 
und Phosphorylierung in einem System Apo-Zymase -+- Co-Zymase 

Hexosediphosphat + Glucose +- Methylenblau oder Pyocyanin. Die 
Garung wird durch Zusatz von Natriumfluorid aufgehoben. Dieses 
System verbraucht Sauerstoff, wahrend praktisch genommen keine 
Kohlensaure gebildet wird. In manchen Beziehungen zeigen die Er- 
gebnisse nahe Ubereinstimmung mit den Ergebnissen, die Nilsson (9) 
sowie Meyerhof und Kiessling (10) in ihren Versuchen erhielten, in 
denen Acetaldehyd als Akzeptor diente. Friedheim (12) hat gezeigt, dab 
Pyocyanin in manchen Zellen viel starker die Oxydationen katalysiert 
als Methylenblau, vgl. auch Runnstrém (13). Dies ist auffallend, da die 
beiden Farbstoffe demselben Potentialbereich angehéren. In dem hier 
studierten System hat sich der Unterschied zwisehen Pyocyanin und 
Methylenblau als besonders groB herausgestellt. Der Sauerstoffverbrauch 
ist durchschnittlich etwa dreimal héher in Gegenwart von Pyocyanin als 
in Gegenwart von Methylenblau. Auch ein Farbstoff von einem be- 
deutend héherem Normalpotential, 1-Naphtol-2-sulfonat-indophenol 
[£° — 0,119 Volt, vgl. Michaelis (14)|, beférdert die Sauerstoffauf- 
nahme weniger als das Pyocyanin. Die Zweistufigkeit der Oxydation und 
teduktion von Pyocyanin kann mdéglicherweise die Sonderstellung des 
Pyocyanins erklaren, vgl. Runnstrém und Michaelis (3) und Michaelis (14). 

Es liegt eine Beziehung zwischen Oxydationsvorgangen und Phospho- 
rylierung in dem System vor, und zwar wird unter Zugrundelegen ge- 
wisser Annahmen unten wahrscheinlich gemacht, daB fiir jedes Molekil 


Phosphoglycerinsaure, das durch Oxydation von 'Triosephosphat entsteht, 
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ein Molekiil Phosphat an Glucose gebunden wird. Energetisch liegt allem 
Anschein nach eine Koppelung zwischen der Phosphorylierung und der 
Oxydation vor. Borsoek (15) behandelt neuerdings einen analogen Fall 
namlich die Synthese eines Dipeptids aus zwei Aminosauren. Das Gleich 
gewicht liegt hier weit zum Vorteil der Aminosauren verschoben. Energie 
muB deshalb von Oxydationsvorgangen zur Verfiigung gestellt werden 


Aus einigen Angaben der Literatur ist es méglich, wenigstens mit einige! 
Anniherung die Gleichgewichtskonstante bei der Reaktion von Glucose mit 
Phosphorsiure in Gegenwart von Phosphatase zu Hexosephosphat zu be 
rechnen, vgl. die Arbeiten von Martland und Robison (16) sowie von Roche (17). 
Die aus den langdauernden Versuchen dieser Verfasser von uns berechneten 
Konstanten weichen nicht allzusehr voneinander ab. Aus der Gleichgewichts- 
konstante ist die bei der Phosphorylierung in Minimum aufzuwendende 
Nutzarbeit annaihernd berechnet worden. Es wird dabei vorausgesetzt, dai 
aus Glucose und Phosphat Hexosemonophosphat entsteht. Fiir die vor 
liegende Annaherungsrechnung ist es aber nicht von groBem Belang, ob statt 
dessen Hexosediphosphat entstehen wiirde. Die maximale Nutzarbeit ist 
A} gleich 2100 bis 2600 cal, je nach den Angaben der Verfasser, die man der 
Rechnung zugrunde legt. Diese Angabe gilt fiir die Stoffe in Standard- 
zustanden, in dem vorliegenden Falle fiir molare Konzentrationen det 
Reaktionsteilnehmer. Weiter gelten die Werte fiir 37°. Die unten ge- 
schilderten Versuche sind bei 25° ausgefiihrt worden. Die anzubringende 
Temperaturkorrektur ist aber so unbedeutend, da8 dieselbe bei den nur an- 
genaherten Werten gar nicht in Betracht kommt. Weiter werden die 
Reaktionsteilnehmer in den Versuchen nicht in den Standardzustanden vor- 
liegen. Man findet in den einzelnen Versuchen die Nutzarbeit A, der Re- 
aktion Phosphat + Glucose = Hexosephosphat bei Kenntnis der Akti- 
vitaten der Anfangs- und Endzustande der Reaktionsteilnehmer; fiir die 
Aktivitat wird hier einfach die Konzentration eingesetzt. Man findet dabei, 
daB A, > A, ist. In einem unten angefiihrten Versuch, Tabelle Id, wurde 
z. 8. die bei der Phosphorylierung im Minimum aufzuwendende Nutzarbeit 
gleich 4100 cal berechnet, wobei als A?-Wert 2100 cal benutzt wurde. Die 
A®- und A,-Werte sind positiv, d. h. Arbeit wird bei der Phosphorylierung 
aufgewandt, das thermodynamische Potential des Systems steigt. Dies setzt 
voraus, daB die Phosphorylierung mit einer Reaktion gekoppelt ist, bei der 
Arbeit geleistet wird, bei der das thermodynamische Potential sinkt. Die 
betreffende Reaktion ist wahrscheinlich die oben erwihnte Oxydation von 
Triosephosphorsaure zu Phosphoglycerinséure. Franke (18) hat die maximale 
Nutzarbeit A® der Reaktion Methylglyoxalhydrat —-H, = Brenztrauben- 
siure berechnet und gleich 4500 cal gefunden. Dieser Vorgang verlauft 
unter Leistung von Arbeit. Die Nutzarbeit A® bei der Oxydation von 
Triosephosphat zu Phosphoglycerinsaure diirfte der GréBenordnung nach mit 
dem genannten Wert, —~ 4500 cal, iibereinstimmen. Diese Reaktion lauft 
aber nicht ohne die Gegenwart eines H,-Akzeptors. Als solcher dient der 
zugesetzte Farbstoff, Pyocyanin, fiir den wiederum der Sauerstoff als H,- 
Akzeptor dient. Die Reaktion kann folglich folgenderweise geschrieben 
werden: 


Triosephosphat + '/, O, Phosphoglycerinsiure -+- H,O. Die maxi- 
male Nutzarbeit fiir Standardzustande Ae dieser Reaktion erhalt man durch 
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\ddition des ungefahren Wertes 4500 cal und des A?-Wertes fiir die 
Bildung von Wasser aus !/, O, H, — 56600 cal. Die Summe ist von der 
GréBenordnung 60000 eal. 


Nach Einstellung des Gleichgewichts mit 0,2 Atm. Sauerstoff des Gas- 
raums mu die Triosephosphorséiure praktisch vollstandig in Phospho- 
vlyeerinsiure umgewandelt sein. Es ist offenbar, daB die Oxydation der Triose 
phosphorsiiure auch unter den Bedingungen des Versuchs eine Arbeit leistet, 
lie mehr als ausreichend ist, um die unter Arbeitsaufwand vor sich gehende 
Phosphorylierung zu erméglichen. 

GemaSB den Angaben von Meyerhof und Kiessling (10) kénnen zwei 
Molekiile Triosephosphorsiure dismutieren, wobei ein Molekiil Phospho 
vlyeerinsdiure und ein Molekiil Glycerinphosphorsaure entsteht. Die Bildung 
von Phosphoglycerinsiure auf diesem Wege ist fiir die Phosphorylierung 
vleichwertig mit der Oxydation durch O, unter Vermittlung eines Farb 
stoffs. Es ist dabei interessant, daB die Dismutation von zwei Molekiilen 
Methylglyoxalhydrat zu Brenztraubenséiure -- Glycerin laut den Angaben 
Frankes unter einer betrachtlichen Senkung des thermodynamischen 
Potentials ablaiuft, A? 8000 cal. Energetisch kann dieser Vorgang 
den Arbeitsaufwand bei der Phosphorylierung kompensieren. 

Meyerhof und Kiessling (10) haben nachgewiesen, daB Methylenblav 
in Garungsansatzen mit Hexosediphosphat die Periode der Induktion 
verkiirzt. Lipmann (19) hat dasselbe beziiglich einer Reihe weiterer 
Farbstoffe gezeigt. Es hat sich in unseren Versuchen herausgestellt, daB 
Pyocyanin bei der Verkiirzung der Induktion wiederum kraftiger wirkt 
als Methylenblau. Wie neuerdings von Lipmann (20) betont, verkiirzt 
offenbar eine Anregung der Oxydationsprozesse die Periode der Induktion. 
Wir haben wie Lipmann die Erfahrung gemacht, da anaerobe Ver- 
haltnisse die Periode der Induktion verlangern. 

In einem unten nicht naiher geschilderten Versuch gelang es sogar, ohne 
Zusatz von Hexosediphosphat in Gegenwart von Methylenblau oder Pyo- 
cyanin, die Induktion aufzuheben. Der Ansatz bestand folglich aus Apo- 
Zymase + Co-Zymase + Glucose + Farbstoff. In demselben Ansatz ohne 
Farbstoff ist auch nach 2 Stunden keine Garung eingetreten. Dasselbe war 
auch bei Ansatzen mit Farbstoff unter anaeroben Verhaltnissen der Fall. 
Wahrscheinlich lag hier eine geringe Phosphorylierung von Kohlenhydrat- 
reserven (Eigenphosphorylierung im Sinne Nilssons) vor. Das dabei ge- 
hildete Hexosephosphat vermochte offenbar nur in Gegenwart eines Farb- 
stoffs und unter aeroben Verhaltnissen die Induktion aufzuheben. 

Es liegt nahe, die Oxydationsvorgange wahrend der Induktionszeit 
als eine Vorbedingung fiir die Phosphorylierung zu betrachten, wie 
schon Lipmann (20) hervorgehoben hat. 

In Anwesenheit von Farbstoffen tritt allmahlich eine Hemmung 
der Garung ein, und zwar ist nun die Hemmung im allgemeinen starker 
in Pyocyanin als in Methylenblau. Dieser Befund steht wiederum in 

+ P % i = i . » 
bester Ubereinstimmung mit Ergebnissen Lipmanns (21). Dieser Ver- 
fasser hat in Versuchen mit Thionin und Naphtol-sulfonat-indophenol 
eine Garungshemmung erhalten. Unsere Ergebnisse zeigen auBerdem, 
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dab in der Periode der Garungshemmung durch Farbstoff die Phospho 
rylierung beeinfluBt wird. Der Gehalt an anorganischem P ist grébe: 
je starker die Garungshemmung ist. Der Farbstoffzusatz bewirkt auc! 
eine Veranderung in den quantitativen Beziehungen zwischen dei 
Phosphatfraktionen, vgl. unten F., Tabelle XI, 8. 27. 

In 0,0023 m Monojodacetat ist der Sauerstoffverbrauch und di 
Phosphorylierung im Fluoridversuch mit Methylenblau oder Pyocyanin 
praktisch vollstandig unterdriickt. In dem System ohne Fluoridzusatz 
ist die Garung, wie von Lundsgaard (22) gezeigt, vollstindig gehemmt 
Die hemmende Wirkung des Monojodessigsaéureamids ist viel geringet 
und langsamer als die des Monojodacetats. Bei vollstandiger Hemmung 
der Oxydationen bleibt auch die Phosphorylierung aus. In den Ver- 
suchen mit dem Amid ist die Phosphorylierung wie der Sauerstoff- 
verbrauch in den Fluoridversuchen herabgesetzt, aber nicht aufgehoben 
In Ansétzen mit Fluorid und Pyocyanin ist die prozentische Hemmung 
des Sauerstoffverbrauchs praktisch identisch mit der Hemmung de1 
Girung in Ansatzen ohne Fluorid (und ohne Pyocyanin), vgl. Abb. 3 
und 6. Dies spricht vielleicht fiir die Auffassung, daB die in den Fluorid- 
versuchen beobachteten Oxydationsprozesse einen Teilvorgang bei dei 
Garung bilden. 

Methoden und Bezeichnungen. 

Die Troeckenhefe wurde aus Unterhefe der Hamburger Brauerei Stock 
holm hergestellt. Die Trockenhefe wurde fiinf- bis sechsmal in Leitungswasset 
gewaschen und die Suspension jedesmal méglichst scharf abzentrifugiert und 
die iiberstehende Fliissigkeit dekantiert. SchlieBlich wurde der abzentri 
fugierte Brei auf Glasscheiben iiber Nacht in diinner Schicht getrocknet. Die 
entstehenden Krusten werden von den Glasscheiben abgeschabt und zu 
einem Mehl gemahlen. Dies ist die ,,Apo-Zymase™. ,,Suspension** bei der 
Beschreibung der Phosphatansitze bedeutet 1 g Apo-Zymase in 10 cem m/8 
Phosphatpuffer von pu 6,3 bis 6,5. In der iiberwiegenden Anzahl der Ver- 
suche wird ,,Suspension mit NaF* verwendet. Gewoéhnlich handelt es sich 
dabei um folgende Mischung: 


BCR eS elt eo ale = SP OE 
m/4 Phosphatpuffer (pH 6,3) . 2... . . . Seem 
RRM OL MOE Ae Snipe et lth. ee es chorray” MLSE eee 
a nee eae eT ae a eee 


Diese ,,Suspension*‘ wurde dann in die einzelnen GefaéBe einpipettiert. In den 
spateren Versuchen wurde die Apo-Zymase in die einzelnen Versuchsgefiibe 
eingewogen. 

Hexosediphosphorsaures Na wurde aus dem Ca-Salz durch Umsatz 
mit Natriumoxalat hergestellt. Die zugesetzte Lésung enthielt etwa 4,4 bis 
4,5 mg P per cem, wenn nicht anderes unten angegeben wird. Hexose 
monophosphorsaures Kalium wurde aus dem uns von Prof.O0. Warburg 
giitigst zur Verfiigung gestellten Ca-Salz dargestellt und entspricht ungefahi 
einer Konzentration von m/3, vgl. Warburg und Christian (1). 

Die gereinigte Co-Zymase wurde uns im allgemeinen von Prof. Aar/ 
M yrbdéck freundlichst iiberlassen. In einigen der spateren Versuche kam ein 
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Priparat zur Verwendung, das von einem von uns nach den freundlichen 
Anweisungen von Dr. Ragnar Nilsson hergestellt wurde. Die Stirke der 
Co-Zymase wird in Co-Zymaseeinheiten pro cem (Co/cem) angegeben. 
Die Lésungen von Glucose waren 10 g in 100 cem dest. Wasser. Methylen- 
blau und Pyoeyanin wurden durchweg als 0,1°,ige Losungen verwendet. 
Die Konzentrationen von 1-Naphtol-2-Sulfonat-indophenol werden unten 
angegeben. 

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs wurde manometrisch nach 
Worburg bei 25° ausgefiihrt. Konische Atmungstrége m‘t zwei Anhangen und 
einem Einsatz kamen zur Verwendung. In den Garungsversuchen wurde 
dieselbe Apparatur benutzt. Nur wurde hier im allgemeinen eine von Krebs 
angegebene iiberchlorsaures Blei enthaltende Manometerfliissigkeit ver- 
wendet, bei der der Normaldruck gleich 5000 mm ist. 

Substrat und Farbstoff wurden beim Beginn des Versuchs (Zeit ©) ein- 
gekippt. Nach einer gewissen Zeit wurde die Reaktion zur Phosphoranalyse 
mittels Zusatz von Trichloressigsiure unterbrochen. Die P-Analysen wurden 
nach Fiske und Subbarov in der Modifikation Theorells ausgefiihrt, vegl. 
unsere friiheren Mitteilungen (2) (3). 

Die sdureléslichen organischen Phosphate wurden wie friiher nach 
Lehnartz in n H,SO, bei 100° hydrolysiert. Phosphatbestimmung wurden 

2WU4 ) : I 
nach 15 und 180 Minuten Hydrolyse ausgefiihrt und schlieBlich wurde der 
Totalphosphor bestimmt. In den meisten Versuchen haben wir aber die 
P-Bestimmung nach 15 Minuten Hydrolyse nicht ausgefiihrt, da vor allem 
die Abnahme des anorganischen Phosphats und die Zunahme des schwer 
hydrolysierbaren Phosphats uns interessiert hat. 

Die folgenden Bezeichnungen werden benutzt. 

I Anorganisches Phosphat. 

Il Zuwachs der Phosphatkonzentration nach 120 Minuten Hydro- 
lyse des Trichloressigsaurefiltrats in n H,SQ,. 

III Die schwer hydrolysierbare Fraktion. Diese erhalt man als 
Differenz zwischen Totalphosphat und dem Phosphatgehalt des Trichlor- 
essigsaurefiltrats nach dreistiindiger Hydrolyse. 

Total-P, der nach Verbrennung mit Schwefelséure und Perhydrol 
erhaltene totale Phosphorgehalt des Trichloressigsdureextraktes. 

Al Abnahme des anorganischen Phosphats = Phosphorylierung. 

A III Zunahme der schwer hydrolysierbaren Fraktion. 

Die Kurven geben den O,-Verbrauch bzw. C O,-Produktion in emm ftir 
den ganzen Ansatz (nicht wie in den Tabellen in Millimol pro 1 cem Ansatz)an. 


A. Beziehung zwischen Oxydation und Phosphorylierung. 
Tabelle Ll. 





a b ¢ d e 
ecm Suspension . 2 2 2 2 2 
10°,ige Glucose os 0,3 0,3 0.3 
Hexosediphosphat 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 
90 Co/eem Co-Zymase : 0,3 03 0.3 0,3 0,3 
Methylenblaun . ..... — 0,2 - _ 
PRONG Se ae _- — — 0,2 0,2 


Biochemische Zeitschrift Band 283. 9 
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Die Ansaétze wurden, wenn notig, mit dest. Wasser zum Cesamtvolume: ‘ 
i 3,1 aufgefiillt. Abb. 1 gibt den Sauerstoffverbrauch, wobei die verschiedene 
| Kurven mit den Buchstaben der Tabelle I beschriftet sind'. In a ist dies« 
etwa die Halfte von der in b. Ein starkerer Sauerstoffverbrauch tritt erst nai y 
Zusatz von Farbstoff ein. 
550 Die Phosphorylierung geht au 
mn | der folgenden Zusammenstellung her- 
500} fh vor. Man findet die Fraktionen | 
i “| bis III als Prozent des Total-P ar 
asl | i Val | gegeben. AuBerdem ist der Zuwach: 
oe der Fraktion I und III sowohl wi ; 
"A der totale O,-Verbrauch in Millimo 
a 7 .10-7/cem angegeben (s. Tabelle). 
VA In b findet man, daB dic 
Phosphorylierung, 41, etwa gleich 
Il fd der Halfte des Zuwachses von 
4 A 2, schwer hydrolysierbarem Ester ent- 
o spricht. Nach den Angaben von 
Meyerhof und Kiessling (10) ist an- 
zunehmen, daB die Halfte des 
schwer hydrolysierbaren Esters 
Phosphoglycerinsaéure, die Halfte 
Glycerinphosphorsaure entspricht 
Es ist die Phosphorylierung gleich 
der Menge gebildeter Phospho- 
glycerinsdure. Wie oben schon , 
i) Gb a) ap me~=CChervorgehoben, lassen sich unsere 
Abb. 1 Resultate von diesem Gesichts- 
punkt aus durchweg deuten, wenn 
wir annehmen, da die Oxydation nach Zusatz von Pyocyanin und 
Methylenblau in der Weise erfolgt, daB Triosephosphat unter Dehy- 
drierung in Phosphoglycerinsaure tibergeht. Pyocyanin bzw. Methylen- 
blau wirken dabei als Wasserstoffakzeptoren, die wiederum durch den 
Dauer des 0/, des Total-P. Millimol . 10-2/eem 
Win eA onbeaicneiee RRR e che adie a leg 
Min. I II Ill JI Jill O» 
0 71,7 20,4 7.9 , 
a 150 62.1 11,4 26,5 0,985 1,98 0,025 : 
b 150 59.2 6.2 34.7 1.30 276 0.06 | 
¢ 150 54.2 5,8 40.0 1,81 3.31 0,24 , 
d 150 45,7 8,8 45.5 2.69 3,87 0,75 
e 150 64,4 17,4 18,2 0,76 1,06 0.4 
| Total-P etwa 3,2 mg/cem. 
* Das Substrat wurde hier erst nach der zweiten Ablesung eingekippt : ( 
dies erklirt, da8 der Sauerstoffverbrauch erst nach 10 Minuten einsetzt. 
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Sauerstoff dehydriert werden. Neben diesem Vorgang findet auch eine 
Umlagerung der Hexosediphosphorsaure durch Dismutation zu Phospho- 
glycerinsaure und Glycerinphosphorsaure statt. 


In dem Ansatz ¢ sind 0,24 . 10-* Millimol Sauerstoff verbraucht worden, 
vas einer Bildung von 0,48 . 10-? Millimol Phosphoglycerinséure entspricht. 
Insgesamt sind 3,31 .10-? Millimol schwer hydrolysierbaren Esters ent- 
tanden. Folglich entstehen durch Dismutation (3,31 0,48). 10-2 

2,83 . 10-2 Millimol schwer hydrolysierbaren Esters, wovon die Halfte 
1,42. 10-* Millimol als Phosphoglycerinsaéure anzusprechen ist. Die totale 
Menge gebildeter Phosphoglycerinséure ware demnach (0,41 1,42) . 10-4 

1,83 . 10-? Millimol, was ziemlich gut der gefundenen Phosphorylierung 

entspricht, 4 1 1,81 . 10-? Millimol. 


Die Rechnung sei auch fiir den Ansatz d, mit Pyoeyanin, durchgefiihrt. 


Hier sind 0,75. 10-* Millimol Sauerstoff verbraucht worden, was — unserer 
Annahme gemaB einer Bildung von 1,50 . 10-* Millimol Phosphoglycerin- 


siure aus Triosephosphorséure entspricht. Insgesamt sind 3,87 . 10-? Milh- 
mol schwer hydrolysierbaren Esters entstanden. Folglich entstehen durch 


Dismutation (3,87 1,50). 10-* 2.37 .10-? Millimol schwer hydro- 
lysierbaren Esters, wovon die Halfte 1,19 Milimol Phosphoglycerinsaure 
vusmacht. Gesamte Bildung von Phosphoglycerinsaure ist demnach 


1,50 + 1,19). 10-? = 2,69. 10-? Millimol, was exakt der Phosphorylierung 
{J entspricht. Infolge der stark oxydierenden Wirkung des Pyocyanins ist 
die Dismutation in dem Ansatz d weitgehend zuriickgedrangt worden. 

Es seien die durch die Berechnungen gefundenen Resultate 
tabellarisch zusammengefaBt, wozu noch die Berechnung fiir den 
Ansatz e gefiigt wird. 





Bildung von Phosphoglycerinsaure 


Millimol . 10-2,cem Totale Phospho- Phosphorylierung 
Sse - giycerinusaure Millimol . 10-2/eem 
infolge infolge Oxydation Millimol.10-3 ecem 
Dismutation durch Farbstoff 

b 0.96 aa 0,96 0,99 
c 1.41 0,48 1,89 1,51 
d 119 1,50 2.69 2.69 
e 0.13 0,3 0,93 0,76 


Auf dieselbe Weise sind neun verschiedene Versuche durchrechnet 
worden. In samtlichen ist besonders in den Ansatzen mit Pyocyanin eine 
recht gute Ubereinstimmung zwischen der berechneten Phospho- 
glycerinsdurebildung und der Phosphorylierung gefunden worden. Die 
Abweichung war, abgesehen von einem herausfallenden Versuch, 
héchstens 7°. Ein Versuch war besonders beweisend. In diesem wurden 
zwei Ansatze bei der Zeit 0 und acht Ansatze nach 120 Minuten mit 
Trichloressigsaure behandelt. Samtliche Ansatze hatten dieselbe Zu- 
sammensetzung wie der Ansatz Tabelle Id. Der Unterschied zwischen 
der wie oben berechneten Phosphoglycerinsaure und der Phospho- 


rylierung betrug nur 2%. 
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Tabelle II. 

Das System mit Pyocyanin, vgl. Tabelle 1d, wurde wahrend 180 Minute: 
und 24 Stunden exponiert. Die Veranderungen der Phosphatfraktionen 
sowie der gesamte Sauerstoffverbrauch geht aus folgender Zusammen 
stellung hervor. 








%/, des Total-P Millimol . 10-2/cem 
Zeit ————— _ 
1 I] 41 41 O» 
0 Min. 69,7 17,4 12 
180 , 52,5 121 35,4 1,9 2,45 0,83 
24 Std. 68,8 0 31,2 


Total-P: 3,4 mg/cem. 


Es ist ersichtlich, dafS§ die Phosphorylierung bei der langeren 
Exponierung nicht weiter geht. Wahrscheinlich hért die Phospho- 
rylierung auf, wenn der Sauerstoffverbrauch aufhért. Die berechnete 
Bildung von Phosphoglycerinsaure ist in dem nach 180 Minuten unter- 
brochenen Versuch gleich 2,04 .10-? Millimol; die Phosphorylierung 
1,90 . 10-2 Millimol. Die Differenz ist hier etwa 7 °,. 


Tabelle III. 


7 

















ecm Suspension S be. ia 0,11°%,iges Nuaphthol- 
10°.ige Glucose . 0,3 | 0,3 | 0,3 sulfonat-indophenol | — | 0,2) — 
Hexosediphosphat 0,3 | 0,3) 0,3 | 1,81°,iges Naphthol- 
290 Co/eem Co-Zymase 0,2 0,2 0,2 sulfonat-indophenol | — | — __ 0,2 
Methylenblau 02;— | — 
Dauer des 0/9 des Total-P Millimol . 10-2/eem 
Versuchs Fee eee 
Min. I I Il 4] sill 0. 
| 0 56,3 28,8 14,9 
*\] 140 44,3 13,1 42.6 1,30 2,95 0,25 
b 0 57,3 28,1 | 14,6 
| 140 47,8 13,8 38,4 1,00 2,52 0,27 
Be 0 58,0 27,6 | 14,4 
7 140 47,3 17,8 34,9 1,13 2,18 0,26 


Total-P: 3,3 mg/ccm. 


Es geht aus der Tabelle hervor, daB der Sauerstoffverbrauch nach 
Zusatz von Naphtol-sulfonat-indophenol innerhalb der Fehlergrenzen mit 
dem Sauerstoffverbrauch in Gegenwart von Methylenblau iiberein- 
stimmt. Die Phosphorylierung ist in Methylenblau ein wenig héher als 
in Naphtol-sulfonat-indophenol. 

Die Kurve Abb. 2 zeigt den Sauerstoffverbrauch in dem Versuch 
Tabelle IV. In a und b ist dieser verschwindend klein; ohne Co-Zymase 
tritt praktisch genommen kein Sauerstoffverbrauch ein, aber auch ohne 
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Tabelle lV. 





a b e d e 
cem Suspension . ey 2 2 2 2 2 
10% ige Glucose. . . . 03 0.3 0.3 0,3 0.3 
Hexosediphosphat . . . . 0,1 _ 0,1 0.3 0.5 
90 Co/eem Cuo-Zymase . . _ 0.3 0,3 0,3 0.3 
Pyocyamn . 0... 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 


Hexosediphosphat bleibt der Sauerstoffverbrauch aus. Eine direkte Oxy- 
dation der Glucose durch Pyocyanin tritt wenigstens unter diesen Verhalt- 
nissen nicht ein. Eine Phosphorylierung kann auch in Ansatzen wie a und b 
stattfinden, die aber nicht 
grOBer ist als in der Suspension 





ohne weitere Zusitze. Dies ist 
die ,,Eigenphosphorylierung™ 
Nilssons (9), die von Reserve- 
kohlenhydraten der Hefe aus- 
geht. Die Eigenphosphorylie- 
rung war inden meisten unserer 
Versuche zu vernachlassigen. 

Bezuglich der Kurven e, 
d, e ist zu bemerken, daB sie 
im ersten Teil ihres Verlaufs 
praktisch zusammenfallen. Nach 
etwa 40 Minuten wird ihre Nei- 
gung sehr verschieden. Der Ver- 














. - . n “tn KA mT ae” a a 
lauf der Kurven erlaubt die Y 20 90 (60 BO 0 WO 60 min 


SchlufLfolgerung, da die Ge- Abb. 2. 

schwindigkeit der Oxydation 

irgendwie von der Konzentration des Hexosediphosphats abhangt. Wenn die 
Konzentration derselben unter einen gewissen Wert fallt, hért die Oxydation 
(und die Phosphorylierung) auf. In den Ansatzen ce, d unde sind 20, 30 
bzw. 34°, des Ortophosphats beim Unterbrechen des Versuchs verestert 
worden. Die Ergebnisse stimmen im Prinzip mit denen iiberein, die Vals 
son (9) in Ansatzen mit Fluorid bei Zusatz von Acetaldehyd erhielt, vgl. 
besonders seine Abb. 9. 


B. Phosphorylierung unter anaeroben Verhdlinissen. 
Tabelle V. 
Zwei Ansitze derselben Zusammensetzung wie der Ansatzd_ der 
Tabelle [ wurden exponiert. In der einen, a, war der Ansatz im Gleichgewicht 


mit Luft, in dem anderen, b, in Gleichgewicht mit Stickstoff, der aber einen 
geringen Gehalt an Sauerstoff gehabi hat. 





Dauer des 0/, des Total-P Millimol . 10-2!cem 
Versuchs PREPS a8 
Min. l Il II 4) Jit O» 
« { 0 64 28 8 
| 160 42.8 19 38,2 2.13 3,03 0,61 
b 160 53,5 18.8 27.7 1,06 1.98 0,07 
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Die Berechnung ergibt folgendes. 





Bildung von Phosphoglycerinséure 
Millimol . 10-2/eem Phosphorylierung 


— see Sea Summe Millimol . 10-2/eem 
infolge infolge 
Dismutation O.-Verbrauch 
a 0,905 1,220 2,125 2,13 
b 0,924 0,132 1,06 1,06 


In b verhalt sich der Ansatz, praktisch genommen, als ob kein 
Pyocyanin vorhanden ware. Das zugesetzte Pyocyanin entspricht 
0,013 . 10 * Millimol O, (etwa 3cmm O,). In Ansatz a wird das gesamte 
Pyocyanin 45mal, in b nur 6- bis 7mal reduziert. 


C. Der respiratorische Quotient in den Fluoridversuchen. 
Tabelle VI. 

Die Ansitze hatten dieselbe Zusammensetzung wie der Ansatzd der 
Tabelle I. Fiinf Apparate wurden benutzt. Nur in Apparat 1 enthielt der 
Einsatz des Atmungstroges KOH. Bei den iibrigen 2 bis 5 enthielt der 
Hinsatz 2n H,SO,. In zwei Apparaten 4 und 5 wurde die Schwefelsaure bei 
der Zeit 0 in den Hauptraum eingekippt. Die gebundene Kohlensiure wurde 
gleich 13 emm gefunden. In den iibrigen drei Apparaten | bis 3 wurden die 
Druckveranderungen h gemessen. 





I ee 
ee ese oy ee ee: ee 1,48 1,5 
Keo. ee I ee ra EE Se ~ 1,68 ja | 
h in mm/100 Minuten... . . || 246 248 247 
O,-Verbrauch incmm..... || 400 ~ - 
Freie Kohlensiure in cmm. . . —_ 40,5 31 


Mittel: | 36 


Am Ende der Messungen der freien Kohlensaure wurde die Schwefel- 
siure in II und III in den Hauptraum eingekippt. Dabei entstehen 
Drucke, die etwa 3cmm gebundener Kohlensaéure entsprechen. Eine 
Bildung fixer Séure hat folglich wahrscheinlich stattgefunden, die die 
Kohlensaure aus gebundener Form ausgetrieben hat. Nicht einmal die 
ganze Menge gebildeter freier Kohlenséure (86 cmm) ist folglich 
, Atmungskohlensaure**. Man hat wenigstens 10 cmm davon abzuziehen, 


die durch die Bildung fixer Saure entsteht. Der respiratorische Quotient 
26 
ware demnach 400 - 0,07, d.h. die Oxydation geht praktisch tber- 


haupt nicht bis zu Kohlensaéure und Wasser, sondern es werden Zwischen- 
stufen und zwar gemaB unseren SchluBfolgerungen vor allem Phospho- 
glycerinséiure angehauft. 
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D. Hexosemonophosphorsdure. 


Tabelle VII. 





a b ( a b ¢ 
cem Suspension. ... 2 |2 = 2 80 Co/eem Co-Zymase 0,3 0,3 0,3 
10%ige Glucose ... O03 03 O38] Methylenblau... . 0,2 . 
Hexosemonophosphat . 0,2 0,2 0,2] Pyocyanin ..... — > — 02 


Die Ansaitze wurden mit dest. Wasser bis zum Volumen 3,1 cem auf- 
gefullt. 





Dauer des %/5 von Total-P Millimol . 10-2/eem 
Versuchs er eee > FE alt oe i ee eR eee 
Min. I Te | Ill at Os 
0 0 78,1 10,3 11,6 
(|| 150 75,4 8,6 16 ),4 0,063 
b 150 73,4 7,2 19,4 0,7 0,146 
¢ 159 71.5 6,3 22,2 0.95 0,203 


Total-P = 4,5 mg/cem. 


Auch hier ist der Sauerstoffverbrauch starker in Gegenwart von 
Pyocyanin als in Gegenwart von Methylenblau. Der Sauersteff- 
verbrauch und die Phosphorylierung ist iiberhaupt geringer als in An- 
sitzen mit Hexosediphosphat und den entsprechenden Farbstoffen. 
Der prozentische Unterschied zwischen dem Sauerstoffverbrauch bei 
Zusatz von Pyocyanin und von Methylenblau ist geringer in Ansatzen 
mit Hexosemonophosphat als in solchen mit Diphosphat. 


E. Wirkung von Monojodacetat und Jodessigsdureamid in Fluoridversuchen. 


Tabelle VIII. 





a b c d e 
ecm Suspension. ........ 2 2 2 2 2 
10 %ige Glucose . . ee 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 
200 Co/emm Co- -Lymase bah ee 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Hexosediphosphat Phe wee es . 0,3 0, 0,3 0.3 03 
Pyocyanin . . . niet URN? - 0,2 0,2 | 0,2 0,2 
0,05 mol Monojodac etat ti Us _ — 0,125 ‘as - 
0,05 mol Jodessigsaure amid See - -- — | 0,125 0.25 


Die Ansatze wurden mit dest. Wasser bis 3,25 cem aufgefiillt. 


Das Monojodacetat bzw. das Jodessigsiureamid wurden zu der Sus- 
pension gesetzt und 45 Minuten mit dieser geschiittelt, ehe die Substrate 
und der Farbstoff eingekippt wurden. Die Messungen des Sauerstoff- 
verbrauchs erstreckten sich iiber 120 Minuten. 

Das Ergebnis ist in Abb. 3 wiedergegeben. Das Monojodacetat 
hemmt den Sauerstoffverbrauch praktisch vollstandig. Viel schwacher 
wirkt das Amid. 
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Dauer des 
Versuchs 


° 


Min I 
0 74,2 
\ 120 64.9 
| 0 72.0 
| 120 56,2 
{ 0 74.0 
\ 120 75,6 
0 71,9 
{ 120 63,5 
0 72,8 
\ 120 66,2 


o des Total-P 





Millimol . 10-2/cem 

I ne 41 sill 0 
13,8 12,0 

5,4 29,7 0,99 1.87 - 
13.5 14.5 

6,6 37,2 1,68 2.34 0,78 
13.6 12,4 
13.6 10,8 _— — _— 
13,8 14,8 

6,8 29,7 0,9 1.58 0.59 
13,4 13,8 

9.3 24,5 0.7 1,14 0,26 


Total-P etwa 3,3 mg/ccm. 


In einigen Versuchen wurde das Jodacetat bzw. das 
gleichzeitig mit dem Substrat und dem Farbstoff in die 








Abb. 3. Auf den ganzen Ansatz 
berechnete Molaritit des Jod- 


essigsiiureamids: d 0,0023 mol., 
€ 0,0044 mol. 





Amid erst 
Suspension 
hineingekippt. Wahrend der ersten 
10 Minuten ist die Hemmung durch Jod- 
acetat noch ziemlich gering, etwa 40%, 
wird 
10 Minutenperiode praktisch vollstandig. 


aber wahrend der  nachsten 
In Gegenwart von Amid (0,125 cem) ist 
der Sauerstoffverbrauch wahrend 100 bis 
120 Minuten praktisch genommen der- 
selbe wie inder Kontrolle, um dann etwas 
zu sinken. Beim Unterbrechen des Ver- 
suchs nach 120 Minuten ist die Phospho- 
rylierung praktisch dieselbe wie in der 
Kontrolle ohne Amid. 


F. He- 


LOSE phosphorsdu vé, Meth yle nblau “ nil 


Verkirzung der Induktion durch 


Pyocyanin. 


Im folgenden werden Versuche 
gefiihrt, in denen die Garung durch Fluorid- 
zusatz nicht aufgehoben worden war. Was 
unten Suspension genannt wird, hatte die 
Zusammensetzung : 


an- 


PPGTE WERRNES C0 P85 Ae dace Neha: gy 


Phosphatpuffer m/8, pu 6,3. 10 cem 
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Tabelle LX. 
4 b ( a b r 
cem Suspension , . jl I 1 Pyocyanin .....) —/090,1 

: 19% ige Glucose . . . 0,15 0,159.15] Methylenblaun. .. .) — - 101 
200 Cof/eem Co-Zymase . 0,1 0,1 0,1 Dest. Wasser... . || 0,1 - | - 
Hexosediphosphat . . . 9,05 0,05 0,05 

18 ; 

Abb. 4 gibt den Verlauf der Garung wieder. Die Aufhebung der 

,Induktion® geht am schnellsten in b, etwas langsamer in ec und am 
langsamsten in a. Nach etwa 70 bis 80 Minuten schneiden sich die 

Kurven so, daB nachher die CO,-Bildung in Gegenwart von Pyocyanin 

~ ¢ ‘ ; ‘ i = ss Be ; 

9 geringer ist als in Gegenwart von Methylenblau. Am starksten ist die 
Garung nach dieser Zeit in dem An- 

_ | satz ohne Farbstoff. Die Verhaltnisse 1100 la 
aes mm | | 
sind umgekehrt denjenigen, die r006\ 
man wahrend der Periode der An- 
garung findet. Diese Ergebnisse = 

erst haben sich mit Variationen der #00} 

sion quantitativen Verhaltnisse in den 

sten verschiedenen Versuchen wiederholt. ad 

, 4 

Jod- Die Ansiatze a, b unde wurden — | 600} 

oO . . lad | 

y/o» doppelt bereitet. In der einen wurde “| 

oe : aN 500 

sten die Reaktion durch Trichloressig- ss) 

dig. siurezusatz wahrend der Angarung, 400} 

) ist etwa 40 Minuten nach dem Beginn 

) bis des Versuchs unterbrochen, in der 

der- anderen wurde die Reaktion erst 

was nach 140 Minuten unterbrochen. Die : 

Ver- folgende Zusammenstellung — gibt | 

ho- die Veradnderungen der Phosphat- 0. 2) WO 600100 fe min 

der fraktionen wieder. Abb. 4 

Dauer des 0 »~s Total-P Mi ) 2/ee 
ee FE sees scncenittsiiad 

He- Min. I II iil 41 4 iil CO» 

ul i ee, ns 
| 0 66,8 17,3 15,9 
a 40 62.2 14,7 23,1 

cm | 140 389 | 128 | 483 275 318 49 

rid- | 0 67.1 16,8 16,1 

“a b | 40 56,7 136 | 29,7 

|| 140 40 126 434 227 269 3,1 

| 0 68,7 15,6 15,7 
¢ 40 63,8 12,5 23,7 
| 140 46,6 10,7 42,7 2.2 2.66 3,5 
Total-P: 3,05 mg/ecm. 


















A. Lennerstrand u. J. Runnstrém: 


Die Phosphorylierung ist wahrend der Angarung am starksten in 
Pyocyanin, nach 140 Minuten aber bedeutend schwacher in den An 
sitzen mit als in denjenigen ohne Farbstoffzusatz. 
Tabelle X. 
In Stickstoff ist die Induktionszeit verlangert. 





a b ti d 
cem Suspension. ... . 1 1 I 1 
10%ige Glucose ... . 0,15 0,15 0,15 0,15 
200 Cocem Co-Zymase. . 0,1 0,1 0,1 0,1 
Methylenblau. . ... . — 0,1 0,1 
Hexosediphosphat . . . . 0,05 0,05 0,05 0,05 
a 0,1 0,1 : 
a <= + = oe 
a ee + —_ + = 


Die Kurve Abb. 5 zeigt, daB die Angarung in b und d (Stickstoff) im 
Verhaltnis zu a und ¢ verzégert, ist. Dasselbe gilt nach anderen Ver- 
suchen ahnlicher Zusammensetzung, wo aber das Methylenblau durch 
Pyocyanin ersetzt worden ist. Die Reaktion wurde erst nach 190 Minuten 
durch Zusatz von Trichloressigsiéure unterbrochen. Die Phospho- 
rvlierung geht aus der folgenden Zusammenstellung hervor. 





7000 —- =“ 
mm 


900 














200 

100 

0. 20 W606 10 0 0 60 10min 
Abb. 5. 


In Tabelle X findet man nach 190 Minuten eine starke Anhaufung 
eines schwer hydrolysierbaren Esters. Dies scheint vor allem in ver- 
haltnismaBig langsam vergirenden Apo-Zymasen der Fall zu sein. In 
schneller vergiérenden kommt es zur Anhaufung eines leichter hydro- 
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Dauer des 0/) des Total-P Millimol . 10-2/eem 
Versuchs : oe pts ae (Se et 

Min. I II Ill 4] ~ ill CO, 
{ 0 75,4 15,3 9,3 
* \i 190 40,6 18,5 40,9 3,7 3,05 2,86 
b 190 45,3 16,3 38,4 2,88 2,83 2.4 
fi 0 74,4 14,5 11,1 
’ 190 48,8 15,6 35,6 2.47 2,37 2,25 
d 190 448 | 13,9 41,3 2,37 2,86 2,71 


Total-P: 3 mg/cem. 


lysierbaren Esters (wahrscheinlich vor allem Hexosediphosphorsaure). 
Dies ist in dem folgenden Versuch der Fall, der zu gleicher Zeit zeigt, daB 
Zusatz von Farbstoff die Anhaufung des leicht hydrolysierbaren Esters 
verhindert. Besonders wirksam in dieser Beziehung war Naphtol- 
sulfonat-indophenol. 

Tabelle XI. 














a b e a b ¢ 
cem Suspension... . 2 2 2 | Pyocyanin. . — | 0,2} - 
10%ige Glucose. . . . 0,3 0,3) 0,3] 1,31 °ciges Naphthol- -sul- 

200 Cofeem Co-Zymase . 0,2 0,2 0,2 fonat- -indophenol. . . - 0,3 
2,2mg P/eem Hexosedi- Dest. Wasser ..... 0,3 0,1 
phosphorsiure. . . . 0,1 0,1 0,1 
Dauer des 0), des Total-P Millimol . 10-2/eem 
Versuchs = Be: a eR re a a 
Min. I I 1 41 alll CO, 
il 0 77,4 13,7 8,9 
\ = 120 21,6 50,4 28 4.3 1,48 48 
if 0 74,9 10.0 15,1 
\ 129 23,3 44.6 32,1 4.0 1,3 4.4 
af 75 10,7 14,3 
ch 120 33,5 24,9 41.6 3,21 2,12 3,7 


Total-P 2,4 mg/cem. 


G. EinfluB von Monojodacetat und Jodessigsdureamd auf Garung 
und Phosphor ylierung. 


Tabelle mu 





a b c d f f 
ceem Suspension 2 2 2 2 2 2 
10°. ige Glucose . : 0,3 | 03 0.3 0,3 0.3 0.3 
200 Cc lo/eem Co-Zymase , 0,2 | 02 0,2 0,2 0,2 0,2 
2,2 mg P/ecm Hexosedip! 1osphorsiure 0,1 | 0,1 0,1 0 01 | 01 


0,05 mol. Monojodacetat ..... — 0,125 
0,05 mol. Jodessigsaureamid . . . . — — 0,125 0,25 4 


> | 
or 




















A. Lennerstrand u. J. Runnstrém: 


Die Kurve Abb. 6 gibt den Garungsverlauf in den verschiedenen 
Ansatzen. Die Molaritét auf den ganzen Ansatz berechnet wird 
unter der Abbildung gegeben. 

Es ist auffallend, dab die Garung 











| ~~ % und die Zunahme der Fraktion I 
ae . : r . 
3000} ¥ | mit steigender Konzentration des 
| A | Amids am _ schnellsten abvimmt 
eas / | In etwas langsameren Mabe nimmt 
; | ‘| die Phosphorylierung (41) ab, am 
a4 wenigstens wird die Bildung der schwer 
LY. 
al hydrolysierbaren Fraktion (AIL) ge- 
| hemmt. 
7000' 
pe sie oe oe = Abb. 6. Auf den ganzen Ansatz berechnete Molaritiit 
| Biivanerae over segs over supe enon oe 4 
Ft des Jodessigsiureamids: ¢ 0,0023 mol.,d 0,0044 mol. 
iw a ee pSeeyes pear ere Cee, 2 e 0,0067 mol., f 0,0081 mol. 
a CO YW 60 8 mn 
Die folgende Zusammenstellung gibt die Phosphorylierung an. 
Dauer des 0/9 des Total-P Millimol . 10-2/eem 
Versuchs ; é Pa ae 
Min. I Ul th 41 ail COs 
: 0 80,8 6,8 12,4 
5 120 23.6 49.1 27,3 4,77 1,24 5,82 
a 0 79,8 7,4 12,8 
| 120 77,6 44 18 — _ 
a 0 Tis 7,6 15,1 
~% 120 43,8 29,1 27,1 2.79 1,00 3,58 
if 0 78.4 12.2 94. 
— 120 64,7 15,1 20,2 1,14 0,9 1,43 
Y 0 77,0 11,0 12.0 
ul 120 69.2 12,1 18,7 0,65 0,56 0,83 
s | 0 78,5 9,4 12,1 
| 120 75,0 13,6 | 11,4 - — 0,69 


Total-P: 2,58 mg/cem. 


Diese Arbeit ist eine Mitteilung aus einer von dem Rockefeller Foundation 
unterstiitzten Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle Biologie der Uni- 
versitat Stockholm. Wir danken Dr. Ragnar Nilsson und Dr. Arne Olander 
fir Ratschlage und Frau Astri Runnstrém fiir technische Hilfe. Ein 
Praparat von Jodessigsiureamid wurde uns von Dr. David Goddard, 
Rochester, tiberlassen, wofiir wir ihm auch hier danken. 
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Spaltungs-, Oxydations- und Energieumsatz beim Hunde. 
IV. Mitteilung: 
Absorption der Fructose dureh die Organe des Hundes /n vivo. 


Von 
M. Wierzuchowski und H. Fiszel. 
(Aus der Stoffwechselabteilung bei der I]. Klinik fiir innere Krankheiten, 
Joseph-Pilsudski-Universitat in Warschau.) 
(Eingegangen am 3. Oktober 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


i. Thema. 


Die Assimilation der in den Hundeorganismus intravenés, mit einer 
konstanten Geschwindigkeit von 2 g/kg/Stunde eingefiihrten Fructose 
weist eine Reihe von charakteristischen Merkmalen auf. Sie ist, ahnlich 
wie bei Glucose, am starksten nach Kohlenhydratdiat, geringer nach EiweiB- 
diat und am schwachsten nach dem Hungern (14). Das Insulin hat darauf 
keinen Einflu8 [Cort und Cori, Corley, Wierzuchowski (10) (16)], wahrend 
das Adrenalin eine ausgesprochene vermindernde Wirkung von spezifischem 
Charakter hat (14). Langdauernde Muskelarbeit wirkt weder quantitativ 
noch qualitativ auf die Fructoseassimilation ein (11). Die Hundeleber 
in vivo wirft wahrend der Umsetzung dieser Ketohexose groBe Mengen von 
Milchséure in den Blutkreislauf aus (18), wodurch sich deren Niveau im 
Blute betrachtlich erhéht (15); ebenso steigt ihre Ausscheidung im Harn, 
was zuerst von Moraczewski (7) beobachtet wurde. Die Milchséurebildung 
ist am intensivsten nach dem Hungern, hingegen bedeutend geringer nach 
Kohlenhydrat- und EiweiBdiat (19). 

Dem in der II. Mitteilung (18) dargestellten hepatofugalen Typus 
des Milchsiureumlaufs im Organismus des lebenden Hundes stellen wir 
in ‘der vorliegenden Mitteilung die Aufnahme und Assimilation der 
Fructose durch verschiedene Organe gegeniiber. 


2. Methodik. 


Die Bestimmung der Fructose im Blute erfolgte nach der Methode von 
Campbell und Hanna. In jeder Analysenserie wurden Kontrollversuche 
mit reiner Fructose und Glucose in solchen Mengen durchgefiihrt, wie sie 
in den eigentlichen Bestimmungen aufgetreten sind. Der jeweils im Blute 
der entsprechenden GefaBe vor der Zufuhr gefundene Wert wurde von den 
wahrend der Fructoseinfusion erhaltenen Daten abgezogen. Die Erwarmung 
im Wasserbad erfolgte fiir alle Blutproben gleichzeitig und unter denselben 
Bedingungen; die Bestimmung der Glucose im Blute nach dem Hefeverfahren 
und der Gesamtreduktion ist in der III. Mitteilung beschrieben (13). Da sich 
die Restreduktion in allen GefaBen im allgemeinen wahrend der Infusion 
verschiedener Stoffe (13) und auch der Fructose (16) konstant erwiesen hat, 
so erfolgte die Berechnung der Glucosemenge in den Versuchen mit Fructose 
derart, daB von der Gesamtreduktion (,,Blutzucker**) in jeder Blutprobe die 
gefundene Fructosemenge und der konstante Restreduktionswert ab- 
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vezogen wurden. Die Differenz wurde als Glucose angesehen. Die Reduk- 
tion der Fructose ist unter diesen Bedingungen der Glucosereduktion 
gleich (16). Alle anderen technischen Angaben siehe in den vorhergehenden 
Mitteilungen (17) (18) (13). 
3. Ergebnisse. 
A. Fructose (Abb. 1). 

Unter den Bedingungen der vorliegenden Versuche ist die Fructose 
der am besten assimilierte Zucker, denn 88 ° der intravendés eingefiihrten 
Mengen werden im Organismus umgebildet. Da unter ganz normalen 
Bedingungen die Tiere 93°, der infundierten Menge nach Kohlen- 
hydratkost assimilieren, ist anzunehmen, daf der Verlauf der Assi- 
milation in den Organen in den vorliegenden Versuchen den normalen 
Verhaltnissen fast ganz entspricht. 

Es wurde angenommen, dal} das Blut der ausgewachsenen Hiindinnen 
im niichternen Zustand keine Fructose oder doch nur geringe Mengen 
enthalt. Nachdem von dem in jedem Gefa wahrend der Fructosezufuhr 
erlangten Werte der im niichternen Zustand ohne Fructosezuiuhr notierte 
Wert abgezogen worden ist, behalten selbst wenn es sich erweisen 
sollte, daB im Blute irgendwelche greifbare Fructosemengen vorhanden 
sind unsere Angaben ihre Bedeutung bei, denn sie betreffen die 
Zunahme der Konzentration der Fructose in verschiedenen GefaBen und 
daher die Zunahme der Aufnahmeprozesse fiir die Fructose wahrend 
deren Zufuhr. Vergeblich wiirden wir in den Kurven der Fructose im 
Blute die erste Phase suchen (16). Der Fructosegehalt im Blute steigt 
bis zum Niveau von 190 mg- % (Abb. 1) und erhalt sich auf dieser Héhe 
bis zum SchluB der Infusionsperiode, ahnlich wie die Kurven der Aus- 
scheidung der Fructose mit dem Harn im gleichen Versuch, die aber erst 
in der dritten Zufuhrstunde den Héhepunkt erreichen und sich darauf 
bis zum InfusionsschluB erhalten. Bei Umrechnung der Werte fiir einen 
Hund von 25 kg ist die ausgeschiedene Fructosemenge: 





m Weitere 
1. Std. 2. Std. 3. Std. | 4.Std. | 5. Std. | 6. Std. | susammen 
Fructose ing... | 5,01 6,64 | 8,12 8,22 7,70 | 7,43 | 1,83 


Die Fructosebilanzen in den Organen, die direkt als Differenz der 
Fructosekonzentration in dem ins Organ zu- und daraus abflieBenden 
Blute erhalten werden (Tabelle I), zeigen, daB die Leber von 100 ccm des 
durchstr6menden Blutes 46,6 mg Fructose aufnimmt, das motorische 
System 27,9 mg, das Pfortadersystem 15,9 mg und am wenigsten die 
Kopforgane, nimlich 9,6 mg (Abb. 3). Aber erst bei der Berechnung der 
Fructoseaufnahme durch die Gewichtseinheit jeder Organgruppe kommt 
die witkliche Aufnahmegeschwindigkeit zum Ausdruck. Diese Be- 
rechnung erfolgt unter Beriicksichtigung der Koeffizienten aus der 
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Abb. 1. Intraveniise, 
Stunden (2 g/kg/Std.). 


konstante Einfiihrung der Fructose 
Tetragramme des Blutzuckers, 





Fructose intravends, 29/kg/ Sta. 





dureh sechs 
Hb.- 





bei der Hiindin Much 
der Fructose, Glucose und der 
Konzentration im Blute (18. Marz 1933). 
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|. Mitteilung (17). Die 
Leber nimmt stiindlich 
20.9 mg pro Gramm 
Gewebe auf, das Pfort- 
adergebiet 3,47 mg, das 

motorische System 
0.40 mg auf 1 g Muskel- 
Knochen-Hautgewebe, 
aus dem die Extremitat 
zusammengesetzt ist 
(17), und die Kopforgane 
fast genau denselben 
Wert (0,39 mg/g/Std.). 
Fir die iibrigen Organe 
verbleiben 2 mg/g/Std. 
(Tabelle II). 

Es ist aufschlub- 
reich, die Umsetzung 
der Glucose in’ den 
Organen wihrend der 
Fructosezufuhr zu beob- 
achten. Wir wissen aus 
friiheren Versuchen, dab 
der Glucosegehalt wah- 
rend der  konstanten 
Fructosezufuhr im Blute 
nicht steigt und wahrend 
der gleichzeitigen Insu- 
linwirkung  bedeutend 
sinkt (10) (16). Auch in 
den vorliegenden Expe- 
rimenten (Abb. 1) steigt 
der Glucosegehalt des 
Blutes in verschiedenen 
Organen in den ersten 
Zufubrstunden nicht an, 
zeigt jedoch in den wei- 
teren eine geringe Er- 
héhung in der Femoral- 
arterie, z. B. von 
80 mg-°, auf 106 mg-°,. 
Im Harn zeigt sich die 
Glucose iberhaupt nicht 
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(10) (16). Die als Unterschied der Glucosekonzentrationen in dem in das 
Organ zu und aus demselben abstrémenden Blute direkt erhaltenen Glu 
cosebilanzen (Tabelle 1) ergeben folgende Ziffern: Die Leber scheidet dis 
Glucose in einer Menge von 14,2 mg auf je 100 cem durchflieBendes Blut 
aus. Die anderen Organe absorbieren sie, und zwar das motorische 
System in einer Menge von 6,8 mg auf 100 ccm Blut, die Kopforgan« 
18,2 mg und die Organe des Portasystems 7,0 mg. Nach Umrechnung 
auf die Gewichtseinheit (Tabelle Il) produziert die Leber die Glucose in 
einer Menge von 6,1 mg/g Gewebe pro Stunde, dagegen nehmen die 
anderen Organe folgende Mengen auf: die Kopforgane 1,28 mg/g/Std. 
die Organe des Pfortadersystems 1,00 mg/g /Std., die Organe des motori 
schen Systems 0,021 mg/g/Std. und die iibrigen Organe 0,32 mg/g/Std 
Aus Abb. 1 ersieht man aus dem Tetragramm der Glucose zwei Tat- 
sachen: 1. daB die Leber wahrend der Fructosezufuhr die Glucose 
stetig mit gleicher Intensitat ausscheidet, wie im niichternen Zustand. 
und 2. dafB die Kopforgane sie am meisten aufnehmen. Dieser Komplex 
der Erscheinungen ist genau derselbe, wie wir ihn unter diesen Be 
dingungen fiir einen Hund, der binnen einer kurzen Zeit keine Nahrung 
erhalt, beschrieben haben (13). Der normale Glucoseumsatz scheint also 
dureh den intensiven Fructosestoffwechsel nicht geaindert zu werden. 

Da Bollman und Mann gefunden haben, daB sich auber der Leber 
auch im Darm die Glucose aus der intravenés eingespritzten Fructose 
bilden kann, so ist es interessant, dies in der Tabelle I nachzupriifen. Es 
zeigt sich, daB das Pfortadersystem die Glucose in zwei Versuchen 
zuriickbehalt, sie dagegen in zwei anderen nicht absorbiert, durch- 
schnittlich aber die Glucose nicht ausscheidet, sondern aufnimmt. Mit 
Riicksicht darauf, daB das Pfortaderblut nicht nur aus dem Darm, 
sondern auch aus anderen Organen stammt, ware es méglich, daB bei der 
Mischung des Darmblutes mit iiberschiissiger Glucose und des Milz- und 
Bauchspeicheldriisenblutes, das ein verschieden starkes Defizit an 
Glucose anzeigt, die Erscheinung der Glucoseausschiittung aus dem 
Darm, selbst wenn sie bestande, vielleicht nicht auftritt. 

Die Leber eines 25 kg schweren Hundes resorbiert also unter diesen 
Bedingungen durchschnittlich 18,22 g Fructose pro Stunde (Tabelle I1), 
d. h. 42%, der ganzen vom Organismus ausgenutzten Menge, und gibt 
gleichzeitig 5,31 g Glucose an den Blutkreislauf ab. Es ist schwer zu 


sagen, in welchem Mabe diese Glucose von der Fructose herriihrt, weil 
die Leber auch ohne Fructosezufuhr die Glucose in derselben Menge 
ausscheidet. In derselben Zeit nehmen die Organe des Pfortader- 
gebietes 4,50 g Fructose, also 10°, der assimilierten Menge, und 1,29 g 
Glucose auf. Die Kopforgane nehmen 0,53 g Fructose (bloB 1% der ge- 
samten assimilierten Menge) und 1,73 g Glucose auf. Das motorische 
System halt 7,52 g Fructose (18°, der Gesamtassimilation) und 0,32 g 
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Glucose zurtick. Da mit dem Harn stiindlich 6,79 g Fructose abgehe: 
so werden auf die erwahnte Weise von 50 g der stiindlich eingefiihrte 
Fructose insgesamt 37,56 ¢ beseitigt. Fiir den Rest der Organe verbleibe 
also 12,449 Fructose, d. h. 29% der Totalassimilation, und auBerdem dé 
von den Kopforganen, dem motorischen System und dem Pfortade: 
gebiet nicht verbrauchte Glucoserest, namlich 1,97 g. Unter de: 
, librigen Organen* (Tabelle Il) befinden sich die Lungen, die nac!} 
Steinberg die Fructose ebenso stark aufnehmen wie die Leber, also meh: 
als Glucose, und die Nieren, die sie gleich intensiv wie Glucose auf 
nehmen. 

Wenn die gesamte, wahrend der Fructosezufuhr so stark durch dic 
Leber ins Blut ausgeschiedene Milchsaure von der Fructose herriihrt 
wofiir alles spricht, so gehen 19%, der von der Leber festgehaltene: 
Fructose in Milchsaure iiber, die die Leber unmittelbar verlaBt (Tabelle I] 
Dagegen ist in den anderen Organen die Abgabe der Milchsaure ins Blut 
fast ebenso gro} wie im niichternen Zustand, ohne Zufuhr irgend 
welcher Substanz (17). Da gleichzeitig auch die Aufnahme der Glucose 
durch diese Organe ahnlich wie im niichternen Zustand erfolgt, ist dei 
SchluB gerechtfertigt, daB die Ausscheidung der Milchsaure wahrend dei 
Fructosezufuhr, wenigstens in manchen Organen, mit der Aufnahme von 
Glucose, nicht aber der Fructose, im Zusammenhang steht. Dies sind 
die Kopforgane, von denen die an das Blut abgegebene Milchsaure 8,5 °, 
der gleichzeitig aufgenommenen Glucose bildet, und das Pfortader 
gebiet, in welchem sie 58,5°, der aufgenommenen Glucose ausmacht ; also 
ein Wert, der, wie gewéhnlich in diesem Gebiete (13), hoch ist und in 
dieser Menge auch im niichternen Zustande auftritt. Hingegen bildet dic 
aus dem motorischen System abflieBende Milchsaure 142°, der auf 
genommenen Glucosemenge, was einen viel héheren Wert darstellen 
wiirde, als dies in diesem System unter irgendwelchen Umstanden im 
nuchternen Zustand der Fall ist. Beriicksichtigt man aber, daB das 


motorische System unter diesen Bedingungen 20mal mehr Fructose 


als Glucose aus dem Blute aufnimmt, so wird es wahrscheinlich, daB ein 
Teil dieser Milechsaiure aus der Fructose stammen kann. 


38°, der Wassermenge, die mit der Fructose in den Organismus ein 
verleibt wurde, gehen schon wahrend der Infusion mit dem Harn ab. Die 
gefundene Hb.-Konzentration im Blute scheint damit in Ubereinstimmung 
zu stehen (Abb. 1, Tetragramm des Hb.). In den vorliegenden Unter 
suchungen stiitzen wir uns nicht auf die einmalige Bestimmung der Hb. 
Konzentration im ein- und ausstr6menden Blute, sondern verfolgen durc! 
mehrere Bestimmungen den Verlauf der Anderungen derselben. Es dient 
dann der Durchschnitt aus einer Reihe von Bestimmungen als Stiitze fii 
die SchluBfolgerungen (12). Fast in allen Organgruppen auf Abb. | weist 
das ausstr6mende Blut eine héhere Hb.-Konzentration auf als das ein 
strémende. Auch der Durchschnittswert aus allen durchgefiihrten Ver 
suchen deutet auf eine geringe Zuriickhaltung des Wassers hin: Die Zunahm« 











vehe! 
ihrte 
leibe 
om de 
tader 
r dei 
nac} 
/meh: 


e aut 


ch dic 
rithrt 
Itene! 
lle I] 

s Blut 
gend 


lucose 


st de 
id dei 
le von 
$ sind 
$.5° 
trader 
: also 
nd in 
et die 
r aul 
tellen 
en im 
3 das 
ictose 


13 ein 


Ss ein 
. Die 
mung 
Tnter 
Hb. 
dure! 
dient 
ze fiir 
weist 
s ein 
Ver 


ahme 





Spaltungs-, Oxydations- und Energieumsatz beim Hunde. IV. 37 


ler Hb.-Konzentration im Blute nach Durchstr6mung des betreffenden 
Organs betragt in der Leber 3,1°,, im motorischen System 0,2°,, in den 
Kopforganen 1,3°, und im Pfortadersystem 0,8°,. Das ergibt sich aus 
\bb. 1, die wahrend des Infusionsverlaufs nur eine geringe Verdiinnung 
des Blutes von 100°, am Anfang bis auf 91°, am Ende erkennen 1laBt, 
sowie aus anderen Versuchen. In vereinzelten Fallen war die Verdiinnung 
vréBer. 
B. Kontrollversuche (Inosit, Natriumlaktat, Acetaldehyd). 

Der Jnosit, der bei intravenéser Dauerzufuhr fast vollstandig im 
Harn und in den Geweben wiedergefunden wird, verandert nicht ein- 
vreifend die Glucosebildung durch die Leber und die Glucoseaufnahme 
durch andere Organe (Abb. 3). Darum kann der in Abb. 2 mit Inosit 


/nosit intravends, 04g/kg/ Sta 
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Lnosit intravenos, 04.9/kg/Std. 


Abb. 2. Jnosit, intravenis, mit konstanter Geschwindigkeit (0,4 g/kg/Std.) durch sechs Stunden 
infundiert. Tetragramme der Konzentration der Glucose und des Hb. im Blnte. Hiindin Mat 
(8. Marz 1933). 


dargestellte Versuch als eine Kontrolle dienen, die zeigt, wie sich im 
Organismus wahrend der Zufuhr fast neutraler Substanzen unter unseren 
Versuchsbedingungen der Glucoseumsatz gestaltet. Dieser Versuch 
unterscheidet sich fast gar nicht von jenem mit physiologischer Kochsalz- 
lésung (13). Die von der Leber ausgeschiedene Glucose (6,8 mg/g /Std.) 
wird von den Kopforganen nicht am_ intensivsten  aufgenommen 
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(0,74 mg /g/Std.), wie dies im niichternen Zustand der Fall ist (13 
sondern von den Organen des Pfortadergebiets (0,86 mg/g /Std.), wahren 
das motorische System ganz am Ende steht (0,11 mg/g/Std.). Auf di: 
restlichen Organe entfallen 0,33 mg/g /Std. (Tabelle II). Das Verhaltni 
des Zu- und Abganges der Milchsaure zum Glucoseumsatz in den Organe 
ist A4hnlich dem im niichternen Zustand als auch wahrend der Infusio: 
der physiologischen Kochsalzlésung gefundenen. Von dem mit Inosit 
eingefiihrten Wasser verlassen 56°, den Organismus durch die Niere: 
wahrend der Infusion. Das aus der Leber austretende Blut hat im Durch 
schnitt eine um 1,6°,, das aus dem Pfortadersystem stammende un 
4.3°, héhere Hb-Konzentration als das zustr6mende, wahrend sich di: 
Konzentration im Blute des motorischen Systems um 2,0°, und de 
Kopforgane um 1,7°%, beim Durchgang vermindert. Ahnliche Date: 
kann man aus der Abb. 2 (Tetragramm des Hb) ablesen. 
Natriumlactat, in groben Mengen eingefiihrt (0,5 g/kg/Std. durch 
6 Stunden), ergab ein langsames Sinken des Glucosegehalts im Arterien 
blute (von 71 mg-°,, im niichternen Zustand auf 44 mg-°, am Ende de: 
Zufuhr). Die Leber scheidet die Glucose (8,4 mg/g/Std.) in ahnlichen 
Mengen wie im niichternen Zustand aus. In den aufsaugenden Organen 
scheint eine gewisse Verschiebung zu bestehen: am starksten resorbiert 
das Pfortadergebiet (1,9 mg/g/Std.), dagegen sehr schwach die Kopt 
organe (0,07 mg/g/Std.) und das motorische System (0,05 mg/g /Std. 
Auf die iibrigen Organe entfallen 0,64 mg /g/Std. (Abb. 3). 79°, des ein 


Tabelle III]. Intraven6ése Zufuhr von Inosit mit konstanter Ge 
sechwindigkeit. Glucosebilanzen in den Organen, verglichen 
mit den Bilanzen der Milchsaure. 





Motor. Kopf- 


System organe 





Ubrige 
Organ 


Pfort- 
ader- 
gebiet 


Durchschnittswerte Leber 


v. a. 

Zutliebendes Blut. mg-%. . 69,9: 73,5 73,5 73,0 73.5 
AbflieBendes Blut, mg-%. . 85.5 68,0 654 69,9 

Bilans, we" ck. -14.9 +56 i+ 7,6 |+36 

g¢ Glucose/Std./25kg Tier. . 5,90 (+ 1,72 + 1,00 + 1,12 + 2.06 
mg Glueose/g Gewebe * Std. - 6,78 |+ 0,11 + 0,74 + 0,86 + 0,33 
Milch- {mgjg Gewebe* Std. ee + 1,20 0,04 —- 0.27 — 0,51 

saure |Als % der Glucose... . — 34,3 | 35,9 | 59,0 

* Friches Gewicht. ** Hepatogene von den in der Tabelle erwahnten Geweben nic! 

verbrauchte Glucose. 


Glu- 


cose 


gefiihrten Wassers verlassen den Organismus schon wahrend der Zufuhi 
auf dem Harnwege. Im Blute, das die Leber verlaBt, ist wie ge 
wo6hnlich (12) (13) die Hb-Konzentration héher als im zuflieBenden 
In den anderen Organen bestehen von der 3. Stunde der Zufuhr an 
keine betrachtlichen Unterschiede in der Hb-Konzentration zwischen 
dem zu- und dem abstrémenden Blute. Die Aufnahme groBer Milch 
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siuremengen durch die Leber und die Alkalose scheinen die Glucose- 
bildung durch die Leber nicht merklich zu modifizieren, obwohl im 
Glueoseverbrauch erhebliche Veraénderungen einzutreten scheinen!. 
Acetaldehyd (0,125 g/kg /Std.durch 7 Stunden) ergibt einen ahnlichen 
Kurvenverlauf fiir die Glucose im Blute wie der Inosit (Abb. 2). Des- 
gleichen sind auch die Bilanzen der Bildung und Aufnahme der Glucose 
ahnlich (Abb. 3). Die Leber scheidet aus 1 g Gewebe 5,1 mg Glucose pro 
Stunde aus, das motorische System absorbiert 0,16 mg/g/Std. und die 
Organe des Pfortadergebiets 0,60 mg/g/Std. Da aus 1g Gewebe des 
motorischen Systems unter dem EinfluB von Aldehyd 0,20 mg Milch- 
sure (18), d.h. 126°, der gleichzeitig aufgenommenen Glucose, aus- 
geschieden werden und im Kontrollversuch mit physiologischer Kochsalz- 
losung diese Menge nur 40°, betragt, so sind 86°, der Ausscheidung von 
Milchséure aus diesem System der Glykogenolyse des eigenen Glykogens 
und nicht der Umsetzung der durch dieses System aufgenommenen 
Glucose zuzuschreiben. Da der Acetaldehyd in physiologischer Kochsalz- 
lésung eingefiihrt wurde, verlieBen nur 8°, des miteingefiibrten Wassers 
den Organismus unmittelbar wahrend der Infusion. Damit steht im 
Zusammenhang, da das Blut beim Durchgang durch manche Organe 
sich verdichtet, z. B. im motorischen System nimmt die Konzentration 
des Hb um 6,6°, zu (was gar keinen Einflu®B auf das Verhaltnis der 
Milchsaure zur Glucose ausiiben kann, weil beide Werte diese Ver- 
anderung erfahren miiBten), im Pfortadersystem um 4,5 °,. 


4, Besprechung der Ergebnisse. 


Bewertung der Methode. Obwohl die Methode der GefaBbilanzen 
nicht in das Innere der Gewebe eindringt, sondern sozusagen vor ver- 
schlossenen Tiiren steht und nur beobachtet, was in das Organ eingeht 
und was es verlaBt, so eréffnet sie doch die Méglichkeit, durch syste- 
matisch wiederholte Feststellung der GefaBbilanzen gleichzeitig in 
verschiedenen Organgruppen wahrend eines und desselben langdauernden 
Infusionsversuchs wichtige Aufschliisse zu gewinnen. Dies ist be- 
sonders dann der Fall, wenn die dynamischen Erscheinungen in den 
Organen zum Gleichgewicht kommen, denn dann gibt eine Reihe nach- 
einander folgender und miteinander iibereinstimmender Beobachtungen 
der GefaBbilanzen der Organe die Umsatzarbeit der Gewebe genau wieder, 
da wir die Austauschvorgange zwischen Blut und Geweben sich nicht 
umkehren, sondern unveranderlich in ein und derselben Richtung vor- 
warts schreiten sehen. Die typischen Beispiele solcher Gleichgewichts- 


perioden, auf die sich besonders unsere Methode der Untersuchung des 


Gewebelebens wahrend der intravenésen Dauerzufuhr stiitzt, sind in 
Abb. 1 und 2 enthalten. 


1 Die im Versuch mit Natriumlactat erhaltenen und in der II. Mit- 


teilung angefiihrten Resultate erfordern eine Wiederholung (18). 
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In einer solchen Periode des Gleichgewichts wahrend der Fructose- 
zufuhr (Abb. 1) muB der Unterschied zwischen dem Fructosegehalt im 
zustr6menden Blute des Organs und dem daraus abstr6menden Blute 
fast ohne Korrektur der Umsetzung durch das Organ zugeschrieben 
werden, da fast alle Fehler verschwinden, wenn sich das Kurvenniveau 
der Fructose im Blute und die Absorptionsgeschwindigkeit dieser Hexose 
in den Organen auf gleichbleibender Hohe erhalt. 


Das Verhaiten der hepatogenen Glucose. Die beim niichternen 
Hunde durch die Leber in konstanter Menge gebildete Glucose wird am 
intensivsten durch die Kopforgane aufgenommen, weniger intensiv durch 
das Portasystem, und am wenigsten durch das motorische System 
| Wierzuchowski und Fiszel (13)]. London findet nach der Angiostomie- 
methode, daB beim normalen Hunde das Hirn die gréBte Menge der von 
der Leber herstammenden Glucose aus 100 cem durchstrémendem Blute 
absorbiert. In der von uns angegebenen Gruppe der Kopforgane findet 
sich nur ein Teil des Hirns [naémlich der, aus welchem das Blut in die 
V.jugularis externa strémt (17)], trotzdem miissen wir die Schlub- 
folgerung aussprechen, da} diese Kopforgane beim niichternen Hunde die 
endogene Glucose am stairksten aufnehmen. Es ist schwer zu sagen, 
ob sie diese starke Aufnahme nur diesem Gehirnteil verdanken. 


Fihrt man aber die Glucose von auBen zu, so geht die Leber sofort 
zum scharfen Angriff auf die exogene Glucose iiber und steht an der 
Spitze der Organe in bezug auf die Raschheit der Glucoseumsetzung, 
erst dann kommen die Organe des Pfortadergebiets und spater die Kopt- 
organe. Die letzten sind also nicht die auf Glucose gierigsten Gewebe, 
sondern solche von hohem Glucoseminimum. Es drangt sich der Schlub 
auf, daB es méglich sei, da} die Leber auch im niichternen Zustand das 
Organ ist, welches die selbst erzeugte und nun kreisende Glucose am 
intensivsten resorbiert; in den GefaéBbilanzen kommt diese Erscheinung 
aber nicht zum Vorschein, weil sie durch die Glucoseausscheidung durch 
die Leber gedeckt wird. Diese Méglichkeit wurde in den Tabellen der 
Mitteilung III (13) in Betracht gezogen. Das Primat der Kopforgane bei 
der Aufsaugung der hepatogenen Glucose scheint sich wahrend der 
Zufuhr von physiologischer Kochsalzl6sung, Natriumlactat und Inosit 
in geringerem oder héherem Grade auf die Organe des Pfortadersystems 
zu verschieben, obgleich die Leber mit gleicher Kraft die Glucose weiter 
zu erzeugen scheint. 


Der harmonische Vorgang der Fiitterung des Organismus mit der 
von der Leber stammenden Glucose ist im Organismus so fest verankert, 
daB er selbst wahrend der starken Umsetzung der exogenen Fructose, 
des unter diesen Bedingungen am intensivsten umgesetzten Zuckers, 
keine Veranderung erfahrt. Die Kopforgane behalten dabei ihren 
Vorrang bei der Aufnahme der hepatogenen Glucose, absorbieren aber 
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mororisches Leger 
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Abb. 3. Durechschnittlicher Verlust ) oder Zuwachs (—) der Zuckerkonzentration im Blute 
beim Durchgang desselben durch die erwihnten Organgruppen, ausgedriickt in mg-9/) Die 
Breite des Rechteckes ist proportional zum Blutdurchfluf durch die betreffende Organgruppe 
in der Zeiteinheit (Koeftizient der Proportionalitit). Die Flache des Rechtecks stellt also 
annihernd die ganze Menge des durch die Organe aufgenommenen (+) oder ausgeschiedenen 
(—) Zuckers dar. Der Wert fiir die .iibrigen Organe* ist unsicher, denn er wurde berechnet und 
nicht gefunden, wie die anderen. In diesem Rechteck betindet sich auch der Wert fiir die 
den Zucker mit dem Harn ausscheidenden Nieren. Das (wegen der Einverleibung des Wertes 
fiir den BlutdurchfiuB durch die Lungen) allzugrofie Rechteck der ,iibrigen Organe” wurde 
graphisch gekiirzt. 
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gleichzeitig nur sehr schwach die infundierte Fructose, am schwachsten 
von allen von uns untersuchten Organen. 

Dagegen scheint wahrend der intravenésen Dauerzufuhr von 
Galaktose und deren Assimilation die Glucosebildung durch die Lebe: 
aufzuhéren. Diese Angaben (13) erfordern eine Aufklarung und Wieder 
holung, da sie eine Abweichung von einem wichtigen Grundsatz bilden 

Vergleichung der Aufnahmegeschwindigkeiten eingefiihrter Hexosen 
in. den Organen. Obgleich sich die Berechnungen aus Tabelle IV aut 
die aus dem Schrifttum genommenen und von uns nicht untersuchte 
Angaben des Blutdurchflusses stiitzen (17), unterliegt es keinem Zweife! 
dal} diese Werte als annahernd richtig anerkannt werden kénnen. Die E: 
langung der Daten des Blutdurchflusses fiir jede der vier Organgruppen 
in jedem Versuch gesondert ware sehr schwierig gewesen und die Uber 
nahme der Angaben von anderen Tieren fiir diese, die bilanzmabig 
untersucht wurden, ware auch mit Unsicherheiten verbunden. Dariibe: 
hinaus stimmen unsere Ergebnisse an einzelnen Organen mit det 
Gesamtassimilation gut iiberein [(vgl. 13)]. 

Obwohl die in der Tabelle 1V genannten Hexosen hinsichtlich de: 
summarischen Assimilationsintensitat auf drei verschiedenen Niveaus 
Tabelle IV. Verteilung der Absorption in den Organen de1 
durch Dauerinfusion unter gleichbleibenden Bedingungen ein- 

gefiihrten Hexosen. 
Zufuhrgeschwindigkeit: 2g Hexose pro kg K6rpergewicht pro Stunde. 





Absorption in den Organen in mg/g/Std. 


Hexose Pfortader- : A Motorisches Ubrige 
Leber organe Kopforgane System Organe * 

mg mg mg mg mg 
Fructose . . + 20,9 + 3,47 + 0,39 + 0,40 + 1,99 
Glueose .. + 12,0 + 4,09 + 221 + 0,83 + 1.26 
‘Galaktose. . + 5,21 + 2.48 + 1,95 + 0,11 + 0,68 


* Die Absorption des durch die Nieren beseitigten Hexosenanteils wurde nicht beriicksichtigt 


stehen, denn die Fructose wird unter diesen Bedingungen am inten 
sivsten (88°, der Zufuhr), die Glucose im geringeren Grade (75%) und 
die Galaktose schwach (25°) assimiliert, so sind sie doch beziiglich de: 
Reihenfolge der Assimilationstatigkeit der Organe (auf 1g Organ 
gewebe berechnet) ahnlich: an der Spitze steht die Leber, weniger ab 
sorbieren die Pfortaderorgane, noch weniger die Kopforgane und am 
wenigsten das motorische System. Die gesamten tibrigen Organe nehmen 
in dieser Reihenfolge verschiedene Stellungen ein, z. B. wahrend de: 
Fructosezufuhr stehen sie vor dem motorischen System und vor den 
Kopforganen, wahrscheinlich darum, weil sie die Lungen enthalten, die 
die Fructose mit gleicher Starke, wie es die Leber tut, aufnehmen sollen 
(Steinberg). 

Dagegen bestehen groBe Unterschiede im gegenseitigen Verhaltnis 
der Absorptionsgeschwindigkeiten in den Organen bei jeder einzelnen 
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Hexose. Z. B. die durch 1 g Pfortaderorgane aufgenommene Fructose- 
menge verhalt sich zu der durch 1g Leber absorbierten Menge wie 
1:6; bei Glucosezufuhr wie 1:3; bei Galaktosezufuhr wie 1:2. Dies 
steht mit der spezifischen Wahlfaihigkeit der Gewebe im Zusammen- 
hang. Aus Tabelle LV ist zu ersehen, dali das Lebergewebe fiir Fructose 
die gréBte Aufnahmefahigkeit aufweist, denn sie absorbiert stiindlich 2 °,, 
ihres Feuchtgewichts (ungefaihr 10°, ihres Trockengewichts), also in 
24 Stunden die Halfte ihres Feuchtgewichts (etwa 250 % ihres Trocken- 
gewichts). Entgegengesetzt verhalt sich das Gewebe des motorischen 
Systems wahrend der Galaktoseaufnahme, denn es nimmt 200 mal weniger 
Fructose auf, als die Leber. 

Vergleich mit isolierten Organen. — Alhnlich wie in unseren Versuchen 
in vivo (Tabelle IV), resorbiert die isolierte Leber mehr Fructose als 
Glucose (Steinberg); in Tabelle lV nimmt die Leber in vivo 21 mg 
Fructose und 12 mg Glucose auf 1 g Gewebe pro Stunde auf. Die isolierte 
hintere Extremitaét des Hundes absorbiert Fructose und Glucose fast 
gleich, wahrend sie in den vorliegenden Versuchen zweimal weniger 
Fructose (0,40 mg/g/Std.) als Glucose (0,83 mg/g/Std.) aufnimmt. 
Isolierte Bauchspeicheldriise und Darm halten im Verhaltnis zur Glucose 
nur sehr geringe Fructosemengen zuriick, wahrend in unseren Versuchen 
die Assimilation der Fructose beinahe dieselbe wie die der Glucose ist 
(Tabelle 1V). Der Speicheldriisenbrei verbraucht die Fructose nur wenig, 
dagegen Glucose mehr. Die Kopforgane (die Speicheldriisen enthalten) 
saugen Fructose mit einer 5,5mal kleineren Geschwindigkeit als die 
Glucose auf (Tabelle LV). 

Fructolyse in vivo und Umsetzung der Fructose durch die Organe. 
Die intensive Fructolyse in der Leber erscheint im Kohlenhydrat- 
stoffwechsel als eine der hervorragendsten Erscheinungen [vgl. Dickens 
und Greville, auch Wierzuchowski und Sekuracki (17)|. Inden vorliegenden 
Versuchen am lebenden Hunde verlassen durchschnittlich 19°, der durch 
die Leber aufgenommenen Fructose dieselbe wieder als Milchsaure. Wenn 
man annimmt, das die Leber ihre milchsaéureaufnehmende Funktion 
wahrend der Fructosezufuhr weiter behalt, dann vermehrt sich die Milch- 
siuremenge, die man als von Fructose stammend annehmen miiBte, und 
zwar wird sie 22°, der durch dieses Organ gleichzeitig aufgenommenen 
Fructose betragen. Die Gewebeschnitte der Leber einer ernahrten Ratte 
vergiren dagegen ungefaihr die ganze von ihnen verbrauchte Fructose zu 
Milchsaure (Rosenthal). Es ist deshalb nicht ausgeschlossen, daB auch in 
vivo die ganze durch die Leber festgehaltene Fructosemenge das Milch- 
saiurestadium passiert, aber nur ein Fiinftel davon im Blute der Leber- 
vene auftritt. 

». Sehlubfolgerungen. 

Die Fructose ist wahrend ihrer intravenésen Dauerzufuhr, im Gegen- 

satz zur Glucose (die einige Phasen in ihrem Assimilationsverlauf in 
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Organen ausweist), ein durch die Organe auBerst gleichmaBig aufnehm- 
barer Zucker. Die Aufnahmegeschwindigkeit der Fructose durch die 
Organe verteilt sich wie folgt: lL. Die Leber (21 mg/g Lebergewebe pro 
Stunde), 2. die Organe des Pfortadersystems (3,5 mg g/Std.), 3. das 
motorische System (0,40 mg/g/Std.): bezieht man diesen Wert nur auf 
Muskeln, so absorbieren sie pro Gramm 0,80 mg/Std., 4. die Kopforgane 
(0,39 mg/g/Std.) und 5. andere Organe (2,0 mg/g/Std.). 

Gleichzeitig mit der intensiven Umsetzung der Fructose behalt die Glu- 
cose in den Fructose umsetzenden Organen ihren gew6hnlichen Zvklus der 
Bildungs- und Absorptionsvorgange, wie im niichternen Zustand, bei, d. h. 
die Leber bildet die Glucose mit einer Geschwindigkeit von 6,1 mg/g /Std., 
die dann aufgenommen wird durch: 1. die Kopforgane (1,3 mg/g/Std.). 
2. Organe des Portasystems (1,0 mg/g/Std.), 3. motorisches System 
(0.02 mg/g/Std.) und 4. die iibrigen Organe (0,32 mg/g/Std.). Das stimmt 
mit den SchluGBfolgerungen aus unserer friiheren Arbeit (10) iiberein. 

Kin Fiinftel der aufgenommenen Fructose gibt die Leber in Form 
von Milchsaure an das Blut ab. In den Organen des Kopfes und des 
Pfortadersystems scheint die Abgabe der Milchsaéure ins Blut nicht mit 
der Fructoseaufnahme, sondern &hnlich wie im niichternen Zustand, mit 
der Glucoseaufnahme im Zusammenhang zu stehen. Dagegen ist es 
moéglich, daB im motorischen System ein Teil der ausgeschiedenen Milch- 
séure von der Fructose herriihren kann. 

Die glucosebildende Funktion der Leber bleibt unverandert wahrend 
der Zufuhr von Inosit, Natriumlactat und Acetaldehyd, hingegen 
scheint sich die Aufnahmegeschwindigkeit der Glucose in den einzelnen 
Organen zu verschieben. 
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Spektrophotometrische Bestimmung von Chlorophyll a, 
Chlorophyll b, Carotin und Xanthophyll. 
Von 
A. Sprecher von Bernegg, E. Heierle und F. Almasy. 

(Aus dem Laboratorium fiir tropische und subtropische Nutzpflanzen des 
pflanzenphysiologischen Institutes der Eidgenéss. Technischen Hochschule 
in Ziirich.) 

(Eingegangen am 5. Oktober 1935.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


In einer Untersuchung des einen von uns (2. H.) iiber die Chloro- 
plastenfarbstoffe griin- und gelbblattriger Tabakrassen (1) schien wegen 
der geringen zur Verfiigung stehenden Mengen von Blattmaterial die 
Blattfarbstoffbestimmung nach Willstdtter und Stoll (2) nicht anwendbar, 
und wir entschlossen uns auf Grund einer alteren Arbeit von Wezgert (3) 
zur Anwendung spektrophotometrischer Hilfsmittel. Die Methode, 
welche wir zu diesem Zwecke ausarbeiteten, erlaubt die spektrophoto- 
graphische Bestimmung von Chlorophyll a, Chlorophyll b, Carotin und 
Xanthophyll in Proben von 200 qem Blattflache mit einer Genauigkeit 
von etwa 5%, die fiir die meisten Zwecke geniigen diirfte. Da spektro- 
photometrische Analysenverfahren in den letzten Jahren gréBere 
Bedeutung erlangt haben, und die von uns sorgfaltig bestimmten 
Extinktionskurven der vier Farbstoffe auch fiir andere Unter- 
suchungen dieser Art verwertbar sind, seien die Hauptziige der Analyse 
hier in Kiirze dargestellt. 

Die Lichtextinktion & (7) einer Lésung von » voneinander unabhangig 


absorbierenden Farbstoffen betrigt : 


0 


E (i) log Fi d Se, ¢, d (€,¢, + €:€g + +++ + 6,6), (1) 
Fe Intensitat des Lichtes nach Durehgang durch die Schichtdicke d des 
Losungsmittels. / Intensitat des Lichtes nach Durehgang durch die 
Schichtdicke d der Lésung. d lem Schichtdicke der L6sung bzw. des 
t 
Lésungsmittels. ¢, |Mol pro Liter Konzentration des m-ten Farbstoffs. 
n 
e, (Mol pro Liter)~! em7"] molekularer Extinktionskoeffizient des n-ten 


Farbstoffs. 

Zur spektrophotometrischen Konzentrationsbestimmung der ” ver 
schiedenen Farbstoffe auf Grund der obigen Beziehung miissen deren 
Extinktionskurven «,(/) bekannt sein, ferner die Extinktion FE (7) det 
Lésung bei mindestens ” verschiedenen Werten der Wellenlange, sowie 
schlieBlich die jeweilige Schichtdicke d der Lésung. Im einfachsten Falle, 


n 2, gelangt man dureh Aufl6sung der Gleichungen 
. = I sat ig ; 
h A E log — d’ (€; cy + &4 €g), 
I 
& = y E’ = log I’ d (é) ¢y + ¢ y ©) 
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nach ¢, und ¢, zu den Ausdriicken: 








oe ‘ 
&9 . log sii 
1 d 1 To 
os ees, 8 re FF 
— <a &1 7 
2 (2) 
yale 0 
&) _ log . 
1 d l I) 
3 » &y - 2. d" °F 7 
9 


Wie weiter unten gezeigt werden soll, kommen bei der Bestimmung 
der vier Blattfarbstoffe diese Beziehungen an Stelle des komplizierteren 
Falles » 4 zur Anwendung. 

Nach der Vorschrift von Willstdtter und Stoll (2) werden die Farb- 
svoffe aus dem Acetonauszug der Blatter durch Zusatz von Ather und 
Wasser in die atherische Phase iibergefiihrt. Wir haben die auf diese 
Weise erhaltenen atherischen Lésungen spektrophotometrisch auf- 
genommen und mubten mit eventuellen Einfliissen der im Ather ver- 
bliebenen Wasser- und <Acetonreste auf den Extinktionsverlauf der 
Blattfarbstoffe rechnen, da Lage und Intensitat der Absorptions- 
banden geléster Substanzen von den Eigenschaften (namentlich vom 
Dipolecharakter) der Lésungsmittelmolekiile ziemlich stark abhangen. 
Zur Eliminierung dieser Fehlerquellen haben wir die der Analyse zu- 
grunde liegenden Extinktionskurven der reinen Blattfarbstoffe unter 
Verwendung des gleichen Lésungsmittels, d.h. von Ather, der in 
analoger Weise mit Wasser und Aceton behandelt worden ist, auf- 
genommen. 

Die Aufnahmen erfolgten nach der spektrophotographischen Methode 
von V. Henri (4). Wir arbeiteten mit einem Zeissschen Gitterspektro- 
graphen unter Verwendung von ,,I[]ford special rapid panchromatic plates”, 
deren Plattenkonstante wir fiir verschiedene Stellen des sichtbaren Spek- 
trums auf mikrophotometrischem Wege bestimmten. Als Lichtquelle 
diente eine Niederspannungslampe, die zur Erzielung konstanter Licht- 
intensitat mit einer Akkumulatorenbatterie betrieben wurde. Die Schicht- 
dicke der Lésungen wurde mit Hilfe von Baly-Réhren aus Quarz mit einer 
Genauigkeit von etwa 0,1 mm eingestellt'. 

Die Abb. 1 bis 8 geben die molekularen Extinktionskurven der 
vier Blattfarbstoffe in logarithmischer Darstellung wieder. Neben 
den erwahnten atherischen Lésungen wurden Chlorophyll a und Chloro- 
phyll b in Athylalkohol, Carotin in Hexan und Xanthophyll in Methyl- 


' Reine Priparate von Chlorophyll a und Chlorophyll b wurden uns von 
Herrn Dir. Dr. A. Stoll, Basel in lebenswiirdiger Weise tiberlassen. Ein 
Carotinpraparat, das zur Hauptsache /)-Carotin neben wenig x-Carotin 
enthielt, sowie ein Xanthophyllpraparat, das nahezu vollstandig aus Lutein 
bestand, verdanken wir dem Entgegenkommen von Herrn’ Prof. Dr. 
P. Karrer, Ziirich. 
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ikkohol aufgenommen, um einige Méglichkeiten zur Abanderung der 
\nalyse zu bericksichtigen. Die verschiedenen Markierungen der 
MeBpunkte entsprechen Aufnahmen, die mit gesondert bereiteten 
Losungen erhalten worden sind?. 
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Zur sicheren Begriindung der spektrophotometrischen Analyse 
war es notwendig, das additive Verhalten der Extinktion der vier Blatt- 
farbstoffe in der atherischen Lésung zu priifen. Wir nahmen zu diesem 
Zweck die Extinktionskurve von Lésungen von bekanntem Gehalt 
an Chlorophyll a, Chlorophyll b, Carotin und Xanthophyll auf und 
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verglichen sie mit der als Summe 





[Ecn1 a (A) -Cohl.a + EchI. b (A) -Contp 7 Ear. (A) - Coar, + EXant. (A) - €Xant ] 


1 Die von Heierle (1) mitgeteilten, lediglich der Konzentrations- 
bestimmung dienenden log e-Kurven geben nach Senkung um 0,046 Ein- 
heiten der Ordinatenskale absolute Extinktionswerte an. 


Abb. 4. 
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50 A. Sprecher von Bernegg, E. Heierle u. F. Almasy: 


berechneten Extinktionskurve. Die einzelnen Komponenten wurde) 
in entsprechender Verdiinnung gesondert aufgenommen, um eventuell 
Abweichungen vom Beerschen Gesetz (5) zu eliminieren. Die Uberein 
stimmung war bei diesen Messungen in der Regel besser als 
und betrug im ungiinstigsten Falle 12%. Die Abb. 9 gibt eine diese: 
Bestimmungen wieder. 


Carotin und Xanthophyll absorbieren langwellig von 5500 A seh: 
schwach und liefern in diesem Spektralbereich keinen merkliche1 
Beitrag zur Extinktion der Blatt 
auszlige. Die beiden Chlorophyll 











1 Gemisch von Chiorophyll a u b, tis . ‘ : 
Coretin u Hanthaotyll in Attar P hingegen zeigen hier starke und 
tea cnn ae See h charakteristische | Absorptions- 
nete Kurve des Gernsches 4 : x 
1800 |-3 o——« Cnloraphs a. i: Athen Monatr al banden. Dieses Verhalten ge 
gate mt te Comes 1 stattet die Verwendung des lang- 
4 -——+ Chloragh b / Ather Kanatr ; + Hn PO 
gleich we im Gemisch welligen Teiles der Extinktions- 
me — n Ather sore | kurve E (A) von Loésungen der 
wOUU gleich wie im Gemisch? : 
4 6 -—+ Xanthaphyll in Ather, vier Blattfarbstoffe zur Bestim- 
U preg ny seek ge he mung der Konzentration von 
ObNNSC © 
=1cm Chlorophyll a und Chlorophyll b 
d } phy 
0,400 , z . 9 
mittels der Formeln (2). Man 
| wahlt hierzu solche Wertepaare 
HF von 4 aus, bei welchen €&¢}) , 
iad if und €¢}).») mdglichst verschieden 
ile sind. Nachdem cp) , und ¢ey) ) 


auf diese Weise bestimmt worden 





sind, berechnet man unter Zu- 
hilfenahme der Abb. 1 und 2 den 
Verlauf der Kurve 





Abb. 9 


l€chi. a (A) - Conta + Ecni. b (A) - Cont. vl 


im Bereich von 5500 bis 4000 A und erhalt durch Subtraktion derselben 
von E (4) die Kurve 
[€car. (A) . Ccar. 1 €Xant. (A) . Cxant.!, 

die dem Anteil der Carotinoide an der Gesamtextinktion entspricht. 
Die Extinktionskurven von Carotin und Xanthophyll unterscheiden 
sich im sichtbaren Spektralbereich nicht stark genug, um eine nitz- 
liche Anwendung der Gleichung (2) auf die letztere Kurve zu ermég- 
lichen. Auch das ultraviolette Spektrum, in dem gréBere Unterschiede 
vorkommen, kann zu dieser Konzentrationsbestimmung nicht heran- 
gezogen werden, da die Blattausziige noch etwas Aceton enthalten, 
das im naheren Ultraviolett stark absorbiert. Wir haben infolgedessen 
die beiden Chlorophylle nach dem Vorgehen von Willstaiter und Stoll (2 
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Spektrophotometrische Beinn. von Chlorophyll a, usw. ol 
rde erseift und hierauf das Carotin in Hexan und das Xanthophyll in Methy!- 
rel] ikohol wbergefiihrt. Diese Lésungen wurden spektrographisch auf- 
ein genommen und aus ihrer Extinktionskurve die Farbstoffkonzentration 
7° nach der einfachen Beziehung c = (1/ed) log J 9/1 berechnet. Dieses 
eSe! etwas umstandliche Vorgehen erlaubte den Vergleich der untersuchten 

Farbstoffe mit unseren Testpraparaten, da die logarithmischen Ex- 
sides tinktionskurven der erhaltenen Lésungen parallel zu den auf Abb. 6 
hon, bzw. 8 dargestellten Kurven verlaufen miissen. 
att In der untenstehenden Tabelle sind eine Anzahl in der dargestellten 
c 
yll Weise durchgefiihrte Analysen wiedergegeben. 
und Analysenergebnisse. 
ons 

: ’ Dierenz 

ge Blattfarbstoffe Eingewogen Gefunden 
ing- mg mg mg 
ms 1. Analyse: 
der Chlorophyll a a ate ae 1,21 1,15 0,06 4,96 
im- Chlorophyll b . . . eee 2,51 2.64 +013 + 5,18 

Carotin . Be cues: eels 0.64 0.67 + 0,03 - 4.64 
von Xanthophyll. . 2... . 0,75 0,74 0,01 1,33 
ll b 2. Analyse: 
an Chlorophyll a aS Aa aie 2,51 2.40 O11 ~ 4,38 
stains Chlorophyll b . . 2... 1,32 1.41 + 0,09 + 6,82 

OMRON. 5 ss ee ee 1,24 1,32 + 0,08 + 6,45 
hi. a Nanthaphyli. .. ..... 0,65 0,63 0,02 3,08 
den 3. Analyse: 
hl. b Chlorophyll a ....... 1,52 1,58 + 0,06 +- 3.97 
den Chlorophyll b . . . . 7 2,14 2.05 0,09 4.21 
71 _..._ ae 0,98 0,94 - 0,04 4,08 
, | 0,95 1,00 + 0,05 + 5,26 
en 

4. Analyse: 

Chlorophyll a . . ik settee 2,86 2.69 — 0,17 5,94 

Chlorophyll b . . . . ‘ 1,21 1,30 + 0,09 7,44 

Caren . . ke a ee 1.56 1,50 0,06 — 3.85 

Xanthophyll. . .. .. : 1,02 1,06 + 0,04 + 3.92 
seen } : 

5. Analyse: 

Chiovopbylla ....... 6,85 6,57 0,28 4.09 

Chlorophyll b oe eee 6.93 7,29 + 036 + 5.19 

Carotin ... SU el See 2,87 3,92 + 0,15 + 5,23 
ht. wentnophyl. 2 ts 2,25 2,15 0,10 4.44 
len 6. Analyse: 
tz- Chlorophyll i”. Sie oes ; 3,25 3.52 oe 0,27 + 8,31 
Chlorophyll b. ae eae 1,26 1,19 — 0,074 9.95 
0g - Soar ee 1.65 1,56 0,09 5.45 
de Xanthophyll . 2,12 2,27 0,15 + 7,08 
in- 7. Analyse: 
nN, Chlorophyll a. po ee G 1,35 1,23 O11 8,15 
en eo 2,47 2.69 O13 + 5,26 
Carotin 1,12 1,21 + 0,09 + 5,04 
(2) Xanthophyll . 1,34 1,42 + 0,08 + 5,97 

4 . 
4 

















52 A. Sprecher von Bernegg, Poi u. F. Almasy. 
Zusammenfassung. 


Es wird eine spektrophotometrische Methode zur Bestimmun; 
von Chlorophyll a, Chlorophyll b, Carotin und Xanthophyll beschrieben 
mit der die vier Farbstoffe in Proben von 200 qem Blattflache mit eine: 
Genauigkeit von etwa 5% nebeneinander bestimmt werden kénnen. 

Der experimentelle Teil der vorliegenden Untersuchung wurde in de: 
Jahren 1932 bis 1933 im physikalisch-chemischen Institut der Universitit 
Ziirich ausgefiihrt, dessen Vorsteher, Herrn Prof. Dr. H. v. Halban, wir fii 
die liebenswiirdige Unterstiitzung unserer Arbeit herzlichst danken. Ebenso 
danken wir Herrn Prof. Dr. A. Krupski fiir die bereitwillige Uberlassuny 
spektrographischer Hilfsmittel. 
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Uber die Wirkung elektromagnetischer Wellen auf 
Fermentsysteme. 


Von 
A. de Pereira Forjaz. 
(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Lissabon. ) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1935.) 


In einer Reihe von Arbeiten (1) haben wir einen bemerkenswerten 
Kinflu8 der Hertzschen Wellen auf die Kinetik chemischer Systeme fest- 
vestellt, und zwar beobachteten wir eine Beschleunigung der Reaktions- 
geschwindigkeit (bis zu 40°) bei der Synthese von essigsaurem Athyl und 
Methyl und ebenso bei der Bildung der entsprechenden Ameisensaure- 
ester. 

Der Fortschritt der Reaktion wurde interferometrisch oder mittels 
des Eintauchrefraktometers gemessen. Zur Bestrahlung mit elektromagneti- 
schen Wellen wurden die reagierenden Komponenten des Systems im all- 
gemeinen im aquimolaren Verhaltnis in einer Entfernung von 1 dm unter 
einen kreisf6rmig gebogenen Metalldraht gebracht, dessen Enden in geringer 
Entfernung voneinander isoliert wurden und nach Norden gerichtet waren. 
Die Intensitat der Wellen wurde durch leichte Inklination des horizontal 
befestigten dipolaren Kreises in nérdlicher Richtung erhéht. In einigen 
Versuchen wurde auch ein Radio-oszillator (Colysa) verwandt, der Wellen 
aller Langen von 0,1 bis 400 m emittiert, waihrend die Wellenlange bei den 
oben beschriebenen dipolaren Kreisen natiirlich von deren Radius ab- 
hangig ist. 

Im Hinblick auf biochemische Probleme ist der EinfluB8 der Hertz- 
schen Wellen auf eine Reihe von Vorgingen biologischer Natur be- 
merkenswert, woriiber ich kiirzlich auf dem KongreB fiir Elektro- 
Radio-Biologie in Venedig berichtet habe. Besonders die alkoholische 
Garung bzw. wichtige Teilprozesse derselben scheinen von der elektro- 
magnetischen Beschaffenheit der Umgebung abhangig. Indessen ist der 
chemische Charakter der elektromagnetischen Wirkung noch recht 
unklar, und deshalb hielten wir es fiir lohnend, die Kinetik einiger bio- 
chemischer Reaktionen, die sich durch Einfachheit ihres Mechanismus 
und durch die Bequemlichkeit und Schnelligkeit der Analyse ihrer 
Komponenten auszeichneten, einer genaueren Untersuchung zu unter- 
ziehen. Als solche kamen in erster Linie die Fermentprozesse in Frage, 
die als katalytische Reaktionen spezifischer Natur besonders interessant 
sind. Schon friiher (1) haben wir den EinfluB der Hertzschen Wellen 
auf die Aktivitat der Urease untersucht und eine deutliche Ver- 
minderung der Spaltungsgeschwindigkeit des Harnstoffs festgestellt. 

Wir wandten uns nunmehr den Enzymsystemen der Fumarase und 
der Phosphatase zu. Die Fumarase wurde gewahlt, weil dieses Ferment 














4 A. de Pereira Forjaz: 


sich als Musterbeispiel enzymatischer Katalyse herausgestellt hat, dere: 
Kinetik von K. P. Jacobsohn (2) einer systematischen Analyse unter 
zogen wurde. Wie bekannt, vermittelt die Fumarase die Hydratisierung 
der Fumarsaure unter Bildung von 1-Apfelsiure; die Reaktion endet 
in einem echten Gleichgewicht. Das hohe Drehungsvermégen des 
l-Malats in Gegenwart von Ammoniummolybdat ({«]) = + 750°) ge 
stattet die polarimetrische Verfolgung des Reaktionsverlaufs durch fort 
laufende Analysen des jeweiligen Gehalts der Versuchslésung an 1-Apfel 
siure, eine Methode, deren Genauigkeit durch gravimetrische Analysen 
hestatigt wurde und die sich durch besondere experimentelle Annehmlich 
keit auszeichnet. 

In Anbetracht der Reversibilitét des untersuchten Ferment 
prozesses hofften wir, im Falle einer deutlichen Wirkung der elektro 
magnetischen Wellen, AufschluB iiber den Mechanismus ihres Einflusses 
zu erhalten. Sie kénnten einerseits auf beide Prozesse (den synthetischen 
wie den der Reversion) in gleicher Weise wirken, so da ausschlieBlich 
eine Anderung der entsprechenden Reaktionsgeschwindigkeit (k) zutage 
treten wurde, oder aber die energetischen Bedingungen des Systems 
wirden geandert, indem einer der systembildenden Prozesse starker 
beeinfluBt wiirde als der entgegengesetzte. In diesem Falle miBte die 
Gleichgewichtskonstante (AK 7), die durch das molekulare Verhaltnis de1 
Komponenten im Gleichgewicht definiert ist, eine Veranderung er- 
fahren. 

Mit unseren analytischen Mitteln gelang es indessen nicht, einen 
solehen EinfluB der Hertzschen Wellen zu beobachten. Diese lieBen wit 
entweder auf das komplette Fermentsystem wirken, d. h. auf die Mischung 
von Substrat und Ferment, oder auf dieses aliein; das Enzympraparat 
wurde in letzterem Falle spater unter Zusatz von Fumarat auf seine 
Aktivitéat untersucht. Ebenso erwies sich die Wirkung des erwahnten 
Radio-oszillators unter beiden Versuchsbedingungen als wirkungslos. Bei 
Anwendung desselben begniigten wir uns mit einer kurzen Versuchsdauet 
(30 Minuten), wahrend die ,,Bestrahlung** durch die dipolaren Kreis¢ 
eine Woche lang durchgefiihrt wurde; bei den Versuchen mit komplettem 
Fermentsystem wurde dann durch Anwendung geringer Enzymmengen 
eine zu schnelle Reaktion verhindert. Indessen wurde in keinem Falle 
eine Veranderung der Reaktionsgeschwindigkeit unter dem EinfluB der 
elektromagnetischen Wellen beobachtet. Ebenso war die Gleichgewichts- 
konstante K,, = 5,3, gleichgiiltig ob der Versuch in Gegenwart von 
Wellen ausgefiihrt wurde oder nicht. 

Als Fermentpraparat wurde Schweinelebersaft verwendet, der sich 
nach den Angaben von Jacobsohn (3) durch besonders starke Aktivitit 
auszeichnet. In unseren ersten Versuchen wurde zur Vermeidung des 
Wachstums von Mikroorganismen 2°, des Fliissigkeitsvolumens an 
Toluol hinzugesetzt. Spater machten wir indessen in Versuchen, die ohne 
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Wirkung elektromagnetischer Wellen auf Fermentsysteme. 5é 


lieses Desinfiziens durchgefiihrt wurden, eine interessante Beobachtung: 
Unter gew6hnlichen Bedingungen inaktiviert namlich die Bildung von 
Schimmelpilzen rasch die Fumarase des Lebersaftes, wie sich aus der 
stark verminderten Hydratisierungsgeschwindigkeit ergibt, wenn ein 
soleher Saft mit Fumarat vermischt wurde. Unter unserm dipolaren 
Cu-Kreis (A 1,25 m) aufgestellter Lebersaft (ohne Substrat) wurde 
indessen wohl von den Mikroorganismen infiziert, diese aber vermochten 
nicht die Aktivitat des wirkenden Ferments merkbar zu schwachen. Die 
zerstérende Kraft der Schimmelpilze trat aber sofort zutage, sobald 
durch Entfernung des elektromagnetischen Feldes die Wirkung der 
Hertzschen Wellen aussetzte. Ein EinfluB derselben auf das Wachstum 
von Penicillium konnte bei Reinkulturen auf Agar-Agar oder Lebersaft 
nicht beobachtet werden. Wir miissen uns vorléufig mit der Fest- 
stellung der geschilderten Tatsachen begniigen, deren Erklarung vielleicht 
spatere Untersuchungen erzielen werden. 

Als weiteres Beispiel der Wirkung der Radiowellen auf Ferment- 
systeme zogen wir die Phosphatase heran, deren physiologische Be- 
deutung gerade in letzter Zeit wieder stark in den Vordergrund getreten 
ist. Im besonderen wurde die biochemische Rolle der Pyro-phosphor- 
siure-ester untersucht, und damit gewannen die alteren Arbeiten von 
Neuberg (4) und Jacobsohn (5) iiber die organische Synthese und enzy- 
matische Hydrolyse dieser Substrate erneut an Interesse. 

Zu unseren Versuchen benutzten wir das di-phenyl-pyro-phosphorsaure 
Kalium als Substrat, das nach den Angaben von Neuberg und Wagner (4) dar- 
gestellt wurde und von diesen Autoren als leicht spaltbar erkannt wurde. 
Als Fermentmaterial verwandten wir wieder den oben erwahnten Lebersaft, 
der neben Fumarase auch Phosphatase enthalt, und auBerdem ein Trocken- 
praparat von Aspergillus Orycae (Takadiastase), welches uns von Herrn 
Prot. Neuberg liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt wurde. Die 
enzymatische Spaltung wurde in iiblicher Weise durch kolorimetrische Be- 
stimmung des abgespaltenen mineralischen Phosphats nach Fiske und 
Subbarow (6) bestimmt. In Anbetracht der langsamen Wirkung der Ferment- 
praparate kamen nur die erwahnten dipolaren Kreise zur Anwendung, 
und zwar einer aus Kupfer (/ 1,25 m), der andere aus Silber (/ 1,45 m); 
unter diesen wurde in der iiblichen Weise 1] °,ige Lésungen des Kaliumsalzes 
in Lebersaft oder in einer 0,4 °,igen wasserigen L6sung von Takadiastase, die 
bedeutend aktiver ist als das tierische Ferment, aufgestellt. Zur Bestimmung 
des P,O,-Gehalts des Fermentpraparats wurden Kontrollversuche mit 
und ohne Wellenwirkung — angestellt, und die Analysen des Hauptversuchs 
auf diese Weise korrigiert. 

Bei Anwendung von Leberferment konnten wir keinerlei Wirkung 
der Wellen auf die enzymatische Esterhydrolyse beobachten: ebenso- 
wenig wiesen die Versuche mit Takadiastase oder tierischem Enzym, die 
unter dem Silberkreis aufgestellt waren, deutliche Unterschiede im 
P,O,-Gehalt gegeniiber normalen Hydrolysenansatzen auf. Die Be- 
strahlung durch den Kupferkreis indessen fiihrte bei den Versuchen mit 
Takadiastase eine deutliche Aktivierung der Phosphatase herbei. Nach 
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56 A. de Pereira Forjaz: 
3 Tagen waren (bei Zimmertemperatur) von 1,53 mg P, die anfanglich in 
organischer Bindung vorhanden waren, ohne Wellen 0,41 mg P minerali- 
siert; die Wirkung der Hertzschen Wellen erhéht aber die Hydrolysen 
geschwindigkeit, so daB 0,50 mg P in organischer Form abgespalten 
wurden. Der Unterschied von etwa 20° erhielt sich etwa 2 Wochen 
um gegen Ende der Hydrolyse zu verschwinden, da diese, im Gegensatz 
zum System der Fumarase, vollstandig ist. 

Die elektromagnetischen Wellen machen also ihren EinfluB nicht 
direkt auf das System der Fumarase geltend, sondern nur den Mikro- 
organismen gegeniiber, die an der Inaktivierung der Fumarase gehindert 
werden. Im System der Phosphatase scheint dagegen eine direkte 
Kinwirkung der Wellen vorzuliegen, ohne daB zu entscheiden wire, ob 
diese sich auf die eigentliche Fermentstruktur bezieht oder auf die 
Enzym-Substratverbindung. 

Wilke, der eine gewisse Inaktivierung der Diastasewirkung auf die 
Starke in Gegenwart von elektrischen Wellen beobachtete, schiebt diese 
allerdings ausschlieBlich der kolloiden Struktur des Katalysators zu. Wir 
kennen diese Arbeit leider nur im Auszug, so daB wir noch nicht Stellung 
zu ihr nehmen kénnen. Ebenso sind uns die Arbeiten von Mezzadioli und 
Vareton, die eine Aktivierung der Amylasen durch Kurzwellen beobachtet 
haben wollen, und die Untersuchungen von Bergami u. Schnetz iiber die 
Hemmung von Pepsin unter der Wirkung von Wellen nur auszugsweise 
bekannt. 

Aus den Versuchsprotokollen. 

Bei den Versuchsansatzen und der Auswertung der Resultate folgten 

wir im wesentlichen der Methodik von Neuberg und Jacobsohn (1. c.). 
A. Einflup der Wellen auf die Fumarase. 
I. Wirkung des ,,Radio-oszillators’ (Welienlinge: 0,1 bis 400m). 


Ansatz (a und b): 


Fumarat, 0,862 mol. ....... . 10cem 

Veronalpuffer (pu: 6,9) ...... 10 ,, , Bestrahlung’’ des 
Lebersaft eee ran ese Versuchs a wahrend 
eS EEE ee, eae Te ee ee 30 Minuten 
NS a nip eee eer oT, 





Beobachtete Drehungen (r) (2) 


a) mit Wellen ~b) ohne Wellen 
Nach 20 Minuten 2,40° | 2,459 | 
.- | ae e 4,55 } k.10¢=—39 455 } k.104— 40 
. 60 am 6,10 6,90 
» 24 Stunden 14,55 (r_) 14,55 (r_) 
Ko: 5,3 5.2 
d = 2, Temp. 22°; ro 17,3°: 
1 Too V0 
k t In pee rt ; K T ro yn U x 
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Wirkung elektromagnetischer Wellen auf Fermentsysteme. a7 


Il. Wirkung eines Cu-Kreises (Wellenlange: 1,25 m). 
Lebersaft allein wurde 7 Tage lang der Wirkung der Wellen ausgesetzt 


Versuche a und b). 


Ansatz (a bis d): Fumarat, 0,862 mol... . . .  5eem 
Veronalpuffer (pu: 6,9) . . . 5 
REE Gos ian Se Cw EES 
TOM 8G SOT RS ee 





Beobachtete Drehungen (7) 





mit .bestrahltem” Saft mit normalem Saft 
a b e d 
mit 0,5 cem Toluol ohne Toluol mit 0,5 ecm Toluol ohne Toluol* 
Nach 15 Minuten 3,60° 3,65° 3,65° 0),2° 
5 40 “ 7,40 7,40 7,40 0,4 
» 24 Stunden 14,59 14,50 14.45 0.0 
Kyo: 5,3 


d=2; Temp. 22°. 


* Die Versuche b und d infizieren sich mit Schimmelpilzen 


B. EinfluB der Wellen auf die Phosphatase. 
l. Wirkung eines Cu-Kreises (Wellenlange: 1,25 m). 
a) Auf Lebersaft. 
Ansiatze: 
1. 1° ige Lésung von di-phenyl-pyro-phosphorsaurem Kalium (ent- 
haltend 15,3 P) in Lebersaft (1:3), 2 Wochen unter dem Cu-Kreis. 
la. Lebersaft allein 2 Wochen unter dem Cu-Kreis. 
2. Wie 1. ohne Cu-Kreis. 
2a. Wie la. ohne Cu-Kreis. 
Anfangs enthielten die Versuche | und 2 in 1 cem 1,53 mg P (organisch). 
Anfangs und zu Versuchsende enthielten die Versuche la und 2a in | cem 


0,31 mg P (anorganisch). 





In leem Versuchsfliissigkeit wurden gefunden * 
: mg P (anorganisch): 
In Ansatz ba 


FF mit Wellen 2. ohne Wellen 
Nach 3 Tagen 0,29 0,29 
ee 0,50 0,50 
oO. < 0,70 0.68 
14, 0,98 1,01 


Der konstante P-Gehalt der Fermentfliissigkeiten (1 a —2a) wurde 
in den Resultaten bereits beriicksichtigt. 














D8 A. de Peteira Forjaz. 


b) Auf Takadiastase. 
Ansitze : 

1. 1% ige Losung von di-phenyl-pyro-phosphorsaurem Kalium (enthaltend 
15,3 °, P) in einer 0,4 °jigen Lésung von Takadiastase 3 Wochen unter 
dem Cu-Kreis. 

2. Wie 1. ohne Cu-Kreis. 

Der konstante, sehr geringe P-Gehalt der Fermentl6sung wurde bei 
den folgenden Resultaten bereits beriicksichtigt. 





In lcem Versuchsflissigkeit = 1,53 mg organ. P wurden gefunden : 
re ; ae mg P (anorganisch) : en peotey a 
1. mit Cu-Kreis 2. ohne Cu-Kreis Differenzen 
Nach 3 Tagen 0,50 0,41 18°), 
6 = 0,72 0,55 23, 
10 e 1,06 0,84 21%, 
, 24 3 1,35 1,2 9%, 


Ill. Wirkung eines Silberkreises (Wellenlange: 1,45 m). 
(Versuch mit Takadiastase. ) 
Ansiatze: 
1. 1°%ige Lésung von di-phenyl-pyro-phosphorsaurem Kali in einer 
0,4°,igen Lésung von Takadiastase, 2 Wochen unter dem Ag-Kreis. 
2. Wie 1. ohne Ag-Kreis. 





In 1 cem Versuchsfliissigkeit = 1,53 mg P (or- 
f Ansate ganisch) wurden gefunden mg P (anorganisch) 


1. mit Ag-Kreis 2. ohne Ag-Kreis 
Nach 3 Tagen 0,66 0,64 
a ae 0,86 0,91 
ae 0,98 0,99 
My 1,08 1,08 


Wir danken Herrn Dr. K. P. Jacobsohn fiir freundliche Hilfe und Rat- 
schlage bei der fermentativen Methodik. 
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Verbesserungen zum Mikrokjeldahlverfahren. 


Von 
Béla Groak. 
(Mitteilung der III. med. Klinik der kgl. ung. Pazmany Péter-Universitat 
in Budapest.) 
(Eingegangen am 19. Oktober 1935.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Bei den experimentellen Untersuchungen tiber Stickstoffretention 
im Tierversuch war ich oft gezwungen, Reststickstoff- und Harnstoff- 
bestimmungen serienweise in kurzen Zeitabstanden auszufiihren, ohne 
dem Tier erheblichen Blutverlust zu verursachen. Zu diesem Zweck 
bediente ich mich zunachst der kolorimetrischen Verfahren, spater aber 
gelang es mir, das Ammoniak in kleinsten Mengen auch titrimetrisch 
zu erfassen. Die Aushilfe schuf hier ein kombinierter Indikator!. Mit 
diesem Indikator ist es méglich geworden, in einer Gesamtfliissigkeits- 
menge von 8 bis 10 cem, mit einer n/100 Natronlauge hei® titriert, den 
Umschlagspunkt mit einer Genauigkeit von 0,01 cem zu bestimmen. Da 
0,01 cem einer n/100 Lésung 0,0014 mg Stickstoff entspricht, in 0,2 cem 
Blut aber normalerweise etwa 0,06 mg Reststickstoff enthalten sind, 
betragt der Titrierfehler auch bei normalen Mengen weniger als 2,5 °,, bei 
héheren Werten entsprechend weniger. Ein eiweiBfreies Filtrat laBt sich 
auch bei geringen Mengen leicht und ohne Verluste erzielen: das Ver- 
aschen ist bekanntlich besonders leicht und rasch zu bewerkstelligen. 
Die Destillation bietet aber insofern Schwierigkeiten, als bei diesen 
minimalen Mengen auch die geringsten Verluste durch Undichtigkeit der 
Apparatur wie auch die kleinsten Verunreinigungen, z. B. aus Gummi- 
verbindungen, das Ergebnis stark zu beeinflussen imstande sind. 

Es wurde daher in Anlehnung an das bekannte Modell ein De- 
stillierapparat konstruiert, bei welchem der ganze Vorgang, die Be- 
freiung des Ammoniaks, Destillation, Kihlung und Absorption in einem 
einheitlichen Glasgerét vorgenommen werden kann (s. Abb. 1). 

Die Zusammenstellung besteht aus dem Dampfentwickler A, dem Vier- 
weghahn B und dem Destillierteil C, simtlich aus Jenaer Glas angefertigt. 
Der Dampfentwickler besteht aus einem 500-cem-Rundkolben mit Siede- 
steinchen, Steigrohr und Ventil versehen. Verbindungsstiick aus Ventil- 
schlauch, ,,Glas an Glas** mit dem Vierweghahn verbunden. 


' Diese Zeitschr. 244, 294, 1932. Prof. Dr. W. Grassmanns Liebens- 
wirdigkeit verdanke ich die Mitteilung, da der Indikator schon von 
Johnson u. Green (Ind. Eng. Chem., Anal. Ed. 2, 2, 1930) beschrieben wurde, 
welche Angabe mir bedauerlicherweise entging. 











60 B. Groak: 


Der Vierweghahn Bb ist oben mit dem Dampfentwickler (a), unten mit 


einer Wasserstrahlpumpe (b) seitlich mit dem Apparat C verbunden (c), der 


vierte Schenkel endet frei nach unten gebogen (d). Bei Hahnstellung I ist 
A mit C verbunden, die Wasserstrahlpumpe aber mit dem freien Schenkel. 
Bei Stellung II (Reinigung des Apparats) strémt der Dampf frei aus, 
waihrend die Pumpe den Apparat leer saugt (in der Abb. unten). 

Der Schenkel c des Vierweghahns ist mit dem Einfiihrungsrohr e des 
eigentlichen Destillierapparats wiederum ,,Glas an Glas‘‘ mit einem Stiick- 
chen Ventilschlauch verbunden. Diese Verbindungen leiten jedoch nur 





























Abb. 1. 


reinen Dampf! Das Eintiihrungsrohr tragt am Anfangsteil den kleinen 
Hahntrichter /, welcher zum Fiillen des Apparats dient. Das Rohr e selbst 
reicht bis zum Boden des 50 ccem-Destillierkolbens g, dessen Rauminhalt 
mit dem Hals zusammen etwa 80 ccm sein soll und welcher als DewargefaB 
mit evakuierter Doppelwand ausgestaltet ist. Er trigt den angeschmolzenen 
Kjeldahl-Aufsatz h mit etwas ansteigendem Leitungsrohr, welches, nach 
unten abgebogen, den von auben angesetzten KiihImantel / tragt. Unter- 
halb des Kiihlers verjiingt sich das Rohr (e) und taucht mit seiner Spitze 
in den 20-cem-Erlenmeyer-Kolben m, welcher mit der Saéure beschickt ist. 
Die Ammoniakdaimpfe, welche sich im Kolben g entwickeln, gelangen somit 
unmittelbar in die Absorptionsfliissigkeit, ohne Schliff oder Gummi- 
verbindung passieren zu miissen. 

Gang der Bestimmung. Das Blut wird nach Folin-Wu usw. enteiweibt, 
zentrifugiert und 1 bis 2 cem des 1 : 10 verdiinnten Filtrats in einen Versuchs- 
kolben gebracht. Nach Zusatz von 0,2cem konz. Schwefelséiure, etwas 
Kaliumsulfat und 1 eem Perhydrol (Peroxygenol) wird verascht. Bei Harn- 
stoffbestimmungen wird im Folin-Wu-Filtrat mit Xanthydrol gefallt, der 
gereinigte Niederschlag (welcher nicht xanthydrolfrei zu sein braucht) 
wie oben verascht. Nun kommt die Destillation, wobei der beschriebene 
Apparat folgendermaBen arbeitet: 

A wird mit dest. Wasser gefiillt und zum Sieden gebracht, B nach 
Stellung I gedreht, Pumpe und Kiihler in Betrieb gesetzt. Der Apparat 
wird zundchst mit Dampf, der Trichter f mit dest. Wasser griindlich durch- 
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spilt, alsdann der Hahn nach Stellung LI gedreht, wodurch der Destillier- 
kolben entleert wird. Der Erlenmeyerkolben wird nun je nach der erwarteten 
Stickstoffmenge mit 1 bis 2 cem n/50 Schwefelsaure beschickt und, nachdem 
der Vierweghahn wieder in Stellung I gebracht wurde, der Inhalt des Ver- 
aschungskolbens mit viermal 4ccm Wasser durch den Trichter / unter 
gelindem Dampfstrom in den Destillierkolben gespiilt, eine entsprechende 
Menge, etwa 3ccm, Kjeldahl-Lauge nachgegossen und / in die Saure in m 
eingetaucht. Der Dampfstrom soll so geregelt werden, da in der Minute 
etwa 1 bis 1,5 cem iibergehen, wobei / kiihl bleiben muB. Nach 5 bis 
6 Minuten wird m abgenommen, der Vierweghahn in Stellung II gebracht 
und der Inhalt des Kolbens abgesaugt. Es kann einigemal mit dest. Wasser 
durch f nachgespiilt und gleich die nachste Analyse eingefiillt werden. 
Titriert wird mit dem erwahnten Indikator in der Siedehitze, mit n, 100 
NaOH aus einer in 0,01 cem geteilter Mikrobiirette, oder auch aus einer in 
0,001 cem geteilter Schraubenbiirette mit einer n/10 Lésung. Leerwerte 
mit samtlichen verwendeten Reagenzien miissen stets angestellt werden. 


Bei sorgfaltigem Arbeiten und Einhalten aller Regeln der quanti- 
tativen Mikroanalyse sollen die Parallelbestimmungen zumindest bis 
auf 5% iibereinstimmen. 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung des .,Orsz4gos termé- 
szettudomanyi tanacs“ (Landesrat fiir Naturwissenschaften) ausgefiihrt. 














Trennung von Diketopiperazinen und Aminosauren 
in Eiweibhydrolysaten durch Ionophorese. II. 


Von 
W. S. Balabucha-Popzowa, N. I. Gawrilow und A. M. Rikalewa. 


{Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Moskauer Staats- 
universitat und dem Laboratorium fiir EiweiBchemie des Instituts fii 


experimentelle Medizin (W. I. E. M.).] 
(Eingegangen am 15. Oktober 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In unserer vorigen Mitteilung! haben wir ein Verfahren zur 
Trennung der Aminoséuren und Peptide von der Anhydridfraktion in 
KiweiBhydrolysaten angegeben. Dieses Verfahren griindet sich auf den 
amphoteren Eigenschaften der erstgenannten Verbindungen einerseits 
und dem elektroneutralen Charakter der Diketopiperazine andererseits. 


Die Trennung wurde in einem Dreikammergefi8 durehgefiihrt, dessen 
Kinrichtung in unserer Mitteilung beschrieben wird. Die Diketopiperazin- 
fraktion wurde in der Mittelkammer des GefaBes erhalten, wahrend simtliche 
Aminosaéuren und Peptide zur Kathode gewandert waren. Die Resultate 
der Versuche fielen befriedigend aus, wenn folgende Bedingungen erfiillt 
waren: Die Reaktion des Hydrolysats am Beginn des Versuchs mute sauer 
sein, die Anoden und Kathodenfliissigkeiten muBten mit n/10 Schwefel- 
siure angesduert und durch den Kathodenraum ein fortwaihrender Kohlen- 
siurestrom zum Erhalten der sauren Reaktion geleitet werden. Nach 
einmaliger Elektrophorese konnte man im Kathodenraum dennoch eine 
positive Anhydridreaktion nachweisen (Pikrinséurereaktion). Diese Er- 
scheinung kann man wahrscheinlich durch Elektroosmose sowie durch 
Diffusion erkliren und durch Wiederholen der Elektrophorese auf ein 
Minimum herabsetzen. Es ist aber auch die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
daB ein Teil der Diketopiperazine im EiweiBhydrolysat basische Eigen- 
schaften besitzt (Anhydride der basischen Aminosiuren, z. B. des Histidins) ; 
solehe Anhydride miissen sich natiirlich zur Kathode begeben. Die An- 
wesenheit von Anhydriden mit Seitenketten ist in unseren Autoklaven- 
hydrolysaten kaum wahrscheinlich, denn solche Verbindungen sind wenig 
bestandig; sie spalten ihre Seitenketten bei der Hydrolyse im Autoklaven 
in saurer Lésung ab und gehen dabei in gew6hnliches Diketopiperazin iiber. 

Um die Zeitdauer der Elektrophorese zu verkiirzen, verstarkten wir 
die Stromdichte, was aber eine Ansammlung von Ammoniak (Desami- 
nierung) in dem Kathodenteil zur Folge hatte. 


Dadurch wurden wir veranlaBt, den EinfluB8 verschiedener Be- 
dingungen auf das Verhalten der Aminoséuren und Anhydride in Eiweib- 
hydrolysaten bei der Elektrophorese eingehend zu untersuchen. Wir 


! Diese Zeitschr. 271, 292, 1934. 





yer 
dei 
bis 
sti 


Di 
he 


au 
fi 
sel 
de 


W 


in 
ell 
ga 
ge 


ler 


ats- 


fiir 


zur 
| in 
den 
eits 
its. 


sen 
Zin - 
che 
ate 
uillt 
uer 
fel- 
en- 
ach 
ine 
Er- 
reh 
ein 
en, 
en- 
1S); 
\n- 
en- 
nig 
yen 
er. 
wir 
mi- 





Trennung von Diketopiperazinen und Aminosdéuren usw. 63 


‘tellten in dieser Arbeit Versuche an, in welchen die quantitative 
[rennung von Aminoséuren und Anhydridgemischen, der EinfluB von 
wiederholter Elektrophorese auf die Trennung dieser Fraktionen in 
Gelatinehydrolysaten, sowie die Eigenschaften verschiedener Kathoden 
Quecksilber, Nickel, Silber) studiert wurden; auBerdem wurde noch 
eine Versuchsreihe mit verschiedenen Stromdichten durchgefiihrt. 

Es wurde am Beispiel eines Glykokoll-Glycinanhydridgemisches 
vezeigt, da} man durch dreimaliges Wiederholen der Elektrophorese mit 
der Kathodenlésung den Gehalt an Anhydridstickstoff an der Kathode 
bis auf 1,96°% des gesamten zum Versuch genommenen Anhydrid- 
stickstoffs herabsetzen kann, waihrend das Glykokoll jedesmal glatt zur 
Kathode iibertragen wird. Man kann also im Fall, wo ein typisches 
Diketopiperazin in Lésung vorliegt, den EinfluB der Elektroosmose 
hemmen. 

Durch wiederholte Elektrophorese gelingt es, die Anhyaridfraktion 
aus EiweiBhydrolysaten (Gelatine) fast vollstandig zu isolieren. Nach 
fiinfmaliger Elektrophorese weist die kathodische Lésung nur eine sehr 
schwache Anhydridreaktion auf: nach jeder Wiederholung 1aBt sich in 
der Mittelkammer ein Teil der vorher durch den elektroosmotischen 
Wasserstrom zur Kathode mitgerissenen Anhydride isolieren. 

Bei der Priifung verschiedener Kathoden wurde festgestellt, dal 
Nickelkathoden einen Verlust an Ammoniakstickstoff verursachen. Die 
Versuche mit verschiedenen Stromdichten zeigten eindeutig, daB die 
starke Ansaiuerung der Hydrolysate bei der 
Elektrophorese, die zur Erhéhung der Strom- >, tm, 4 
dichte notwendig ist, zu einer partiellen Des- 
aminierung und Ammoniakbildung fiihrt. Bei 
sehr lange dauernder Elektrophorese lassen sich 
allgemeine Stickstoffverluste feststellen, die, wie 
wir vermuten, durch Diffusion der Lésung zur 
Anode wahrend des anhaltenden Kontakts von 
Anoden und Mittelkammer und nachfolgende st 





Anodenoxydation hervorgerufen werden. 1} Sct" $y] 
o 5 ~ }\i 


Experimenteller Teil. 
Das Schema der Versuchsanordnung ist in N 
Abb. 1 gegeben. Die zu untersuchende Lésung wird 
in den mittleren Teil ,,B‘*, der ein Glasrohr mit 
einem nach unten verjiingten, durch eine Per- 
gamentmembrane verschlossenen Ende vorstellt, 
gegeben. Zur Kiihlung der Lésung 1éBt man Abb. 
kaltes Wasser durch das Spiralréhrchen im mitt- 
leren Teil zirkulieren, in die Mitte des Rohres wird die Anodenkammer 
A“ eingehingt, die ebenfalls einen Boden aus Pergamentpapier besitzt. 

















64 W. 35. Balabucha-Popzowa, N. 1. Gawrilow u. A. M. Rikalewa: 


Die Anode wird aus Platinblech angefertigt, die Kathodenkammer au 
einem dickwandigen Becherglas hergestellt, auf dessen Boden etwas Queck 
silber sich befindet. Ein Platindraht, der in ein Glasrohr mit Quecksilbe: 


eingeschmolzen ist, dient zur Verbindung. Durch den Kathodenraum wird 


ununterbrochen Kohlensiure durchgeleitet. Ein soleches System erlaubt e: 
jeden beliebigen Augenblick, den Apparat auseinander zu nehmen und _ be 
geeigneter Wahl des Durchmessers des Kathodenbechers die gewiinscht: 
Kathodenoberflache zu erhalten. 

Wie in unserer vorigen Mitteilung angegeben worden ist, laBt sich be: 
der Elektrophorese von EiweiBhydrolysaten in der Kathodenkamme: 
Anhydridreaktion nachweisen. Wir mu ten deshalb erst an einem Gemisch 
reiner Aminosiuren und Anhydride die Méglichkeit ihrer quantitativen 
Trennung feststellen und den Einflu8 der elektrophoretischen Erschei 
nungen bei einer derartigen Trennung untersuchen. Es wurden dahe: 
1g Glykokoll und 1g Glycinanhydrid in 200 cem Wasser gelést und 
150 ccm dieser Losung wiederholt der Elektrophorese bei geringer Strom 
dichte (< 10 Milliamp.) unterworfen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle | 
dargestellt. 

Tabelle LI. 





Amino-N ., Anhydrid-N Zur Kathode 
Gesamt-N nach Ammoniak- (ays der _iibergegangenes 
Sdrensen N Differenz) Anhydrid in 0 
yom ursprung- 
mg mg mg mg lichen Gehalt 
AnfanglicheLésung . . 316,0 132,8 183,2 — 
I, Elektrophorese (Dauer 50,5 Std.) 
Anodenlésung ... . 5,0 
Mittelldsung .... 123,6 
Kathodenlésung .. . 184,0 132,0 _~ 52,0 28,4 
312,6 
II. Elektrophorese der Kathodenlosung I (Dauer 30 Std.) 
Anodenlésung ... . 4.6 
Mittelldsung . . . . . 30,9 
Kathodenlosung .. . 148,90 132,0 16,0 8,7 
183,5 
III. Elektrophorese der Kathodenlésung IT (Dauer 25,5 Std.) 
Anodenlésung be _ 
Mittellsung. . . . . 13,7 
Kathodenlésung .. . 136.4 132,8 — 3,6 1,96 


150,1 


Bei dreimaliger Elektrophorese wird der EinfluB8 der Elektro- 
osmose also auf ein Minimum herabgedriickt, denn jedesmal bleiben 
die zur Kathode verschleppten Anhydride im Mittelraum zuriick, so dab 
nach dem dritten Male an der Kathode nur noch Spuren Anhydrid 
(3,6 mg N aus 183,2 mg oder 1,96 °%) anwesend sind. Eine nochmalige 
Wiederholung der Elektrophorese wiirde diesen Wert noch herabgesetzt 
haben. Die Aminosdure wird dabei jedesmal vollstandig zur Kathode 
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ibergetiihrt. Die Méglichkeit einer quantitativen Trennung von Amino 
sauren und Anhydriden mittels Elektrophorese lieB sich durch diese 
Versuche bestatigen. Ks war interessant, diesen Befund an einem Eiweib- 
vdrolysat zu priifen. 

Zu diesem Zwecke verwendeten wir ein Autoklavenhydrolysat aus 
Gelatine, das keine Biuretreaktion, aber stark ausgeprigte Anhydrid 
reaktion zeigte; wir unterwartfen es fiinfmal der Elektrophorese bei einer 
Stromdichte von 12 Milliamp. Die Elektrophorese wurde jedesmal bis 

im vollstandigen Ubergang aller Aminosiuren zur Kathode (Ninhydrin 
reaktion) fortgestezt. In Tabelle I] werden die Resultate dieser allmahlichen 
Isolierung der Anhydridfraktion aus diesem Hydrolysat gegeben. 

In diesem Falle laBt sich auch ein vollstandiger Ubergang von Amino 
stickstoff zu der Kathode bei wiederholter Elektrophorese 20,85 °,, nach 
ler ersten und 20,58°, nach der vierten Elektrophorese beobachten. 
Dasselbe gilt vom Ammoniak, dessen Menge unter den gegebenen Ver 
haltnissen konstant bleibt. 


Tabelle II. 





Amino-N nach 


Sorensen In ° 


Ammoniak-N it 
des Gesamt-N 


Gesamt-N des Gesamt-N in 
“pt - in der anfainglicher 
der anfiinglichen 
Lisung 
Lisung 
\utoklavenhydrolysat . mae 100 20,85 7.88 


1. Mlektrophorese (Dauer 62 Std.). 


(Anodenlosung. . . . 0,17 

Mittelldsung . .. . : 22,84 0,40 

Kathodenlosung. . . . gs 75.31 20,98 7.56 
Im ganzen: 98.32 


2. Klektrophorese der Kathodenlésung 1 (Dauer 64 Std.). 


Anodenlosung. . . . 0.14 
Mittellésung . . 6.93 0,20 9,07 
Kathodenlosung . : : 65,98 20.92 

Im ganzen: 73,05 

3. Elektrophorese der Nathodenlosung 2 (Dauer 3914 Std.). 

\nodenlosung as Ce eS 0,14 
Mittelldsung ..... ‘ 518 
Kathodenloésung . . ee 4 59,62 20,53 01 

Im ganzen: 65.94 


4. Elektrophorese der Kathodenlésung 3 (Dauer 43 Std.). 


Anodenlosung . , 12 

Mittellésung. : ae : 3,63 

Kathodenlésung . . . calcd 54.44 20,58 5.01 
Im ganzen: 69,19 


5. Elektrophorese der Kathedenlosung 4 (Dauer 25 Std.) 


. -2 
Mittelldsung ........ 1,50 

* Kin Teil des Ammoniaks ging beim Einengen der nicht stark genug angesd&uerter 
Lésung verloren, wodureh das Sinken des Ammoniakstickstofls auf 2.5 bedingt wird. Der 
selbe Umstand verursacht den kleineren Wert fiir den Gesamtstickstofl (73,05 st 75,31 
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66 W.S. Balabucha-Popzowa, N. lL. Gawrilow u. A. M. Rikalewa: 


Nach der ersten Elektrophorese bleibt im Mittelraum der Hauptteil « 
Anhydridstickstoffs (22,84°, vom Gesamtstickstoff) zuriick; jedoch brin 
jede Wiederholung der Elektrophorese mit dem Kathodenteil der Lésun, 
eine bestimmte Menge Anhydridstickstoff, der vorher zur Kathode iib: 
gegangen war, in den Mittelraum; diese Menge wird immer kleiner und na 
fiinfmaligem Wiederholen des Verfahrens waren im Mittelraum nur 1,58 
Anhydridstickstff zuriickgeblieben. Insgesamt wurden aut diese Weis: 
bis 40°, Stickstoff, der aus Anhydriden stammte, erhalten. Die letzt. 
Kathodenlésung gab noch schwache Anhydridreaktion, was auf eine gerin: 
Beimengung von Anhydriden in der Aminosiurefraktion weist. 

Man kann also durch wiederholte Elektrophorese die Diketopiperazi:: 
fraktion fast vollstandig aus dem Hydrolysat isolieren, was durch die g: 
wohnlich zur [solierung von Anhydriden gebrauchten Methoden der Ex 
traktion mit organischen Lésungsmitteln nicht gelingt. Um die optimalen 
Verhaltnisse fiir die Elektrophorese von Eiweifhydrolysaten fest. 
zustellen, untersuchten wir das Verhalten von verschiedenen Kathoden 
auBber der angewandten Quecksilberkathode wurde auch Nickel uni 
Silber gepriift. 

Gleich die ersten Versuche mit der Nickelkathode ergaben ein starke- 
Sinken des Ammoniakgehalts in der Kathodenlésung. Z. B. fiel de: 
Ammoniakgehalt in einem Versuch nach der Elektrophorese von 9,86 °, i: 
der Ausgangslésung auf 2,13°, im Kathodenteil: der Verlust betrug folglic! 
78,5). Es lag die Vermutung nahe, da Ammoniak durch den entweichende: 
Wasserstoff aus der Kathodenlésung mitgerissen wird. Um dies zu priifen, 
stellten wir einen Versuch mit der Nickelkathode bei gew6hnlichen Bx 
dingungen an (Stromdichte 12 bis 13 Milliamp., schwach angeséuert: 
Versuchslésung und CO,-Strom), die Kathodengase (CO, + H,) wurden 
aber durch titrierte Saure geleitet. Zu diesem Zwecke wurde die Kathocd: 
in einer Glasréhre befestigt, die von oben mit einem Pfropfen mit A! 
leitungsrohr, das in die titrierte Saéure reichte, versehen war. Es wurd 
aber keine Saéure verbraucht. Der Ammoniakgehalt betrug auch in diesen 
Versuch 60°, (siehe Tabelle IIT). 

Der Gebrauch von Nickelkathoden fiihrt also zu sehr groben 
Ammoniakverlusten; méglicherweise entweicht freier Stickstoff. De-~ 
halb wandten wir in unseren folgenden Versuchen nur Kathoden aus 
Quecksilber und Silber an. 


Tabelle III. 





Amino-N Ammoniak-N 
: : 0 > . 0 A Q c.N 
Gesamt-N in %o des in %o des Ammoniak } 
Gesamt-N Gesamt-N Verlust 


im Hydrolysat | im Hydrolysat 


Autoklavenhydrolysat . 100 27,6 9,86 

Anodenlosung ... . 6,7 

Mittelldsung . . .. . 25,8 4,4 0,25 
Kathodenlésung . .. 55,0 24,0 1.7 80, 


87,5 
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Trennung von Diketopiperazinen und Aminosauren usw. 67 


Die Priifung der Silberkathode zeigte, da bei den gewéhnlichen 
Versuchsbedingungen der Elektrophorese, also nicht sehr groBen Strom- 
dichten, schwach saurer Reaktion und CO,-Strom, keine Ansammilung 
von Ammoniak, folglich keine Desaminierung eintritt und andererseits 
alles Ammoniak in der Lésung erhalten bleibt: die Silberkathode eignet 
sich also ebenso wie die Quecksilberkathode fiir unsere Zwecke (siehe 
Tabelle TV). 

Tabelle IV. 





Amino-N Ammoniak-N 
‘ in %, des in 9/9 des 
Gesamt-N J ) ; n 9 
pesamt-! Gesamt-N Gesamt-N 


im Hydrolysat des Hydrolysats 


Autoklavenhydrolysat . . 2... .. 100 20,72 8,02 

ll a 0,89 

ae a a 20,03 

Kathodenlésung ....... ‘ 75,72 21,50 8,00 
96,64 


In unseren Versuchen iiberschritt die Stromdichte gewéhnlich nicht 
10 bis 13 Milliamp.: dabei wurden keine Veranderungen im Gehalt des 
Amino- und Ammoniakstickstoffs nach der Elektrophorese beobachtet. 
Als wir aber versuchten, die Stromdichte bedeutend zu erhéhen, indem 
wir den Sauregehalt der Lésung erhéhten, wuchs der Ammoniakgehalt 
der Kathodenlésung stark an. 

Kin im Autoklaven gewonnenes Gelatinehydrolysat wurde fast  voll- 
standig dureh Destillation im Vakuum mit Ba(OH), von Ammoniak 
befreit und darauf der Elektrophorese unterworfen. Die Stromdichte betrug 
an der Kathode 76 Milliamp. bei einem gesamten Strom von 1 Amp. Um 
eine solehe Stromdichte wahrend des Versuchs zu erhalten, wurde in die 
Kathodenlésung 5°,ige Schwefelsiure gegeben. Zeitdauer des Versuchs 
51 Stunden (Tabelle V). 

Tabelle V. 





; Amino-N Ammoniak-N 
Gesamt-N 
in des Gesamt-N im Hydrolysat 
Autoklavenhydrolysat . . 100 24,72 1,19 
Anodenlosung ..... 1,63 
Mittellisung ...... 27,96 5,84 
Kathodenlésung. . . . . 66,27 15,64 16,80 
95,86 


Aus der Tabelle V_ ist ersichtlich, da der Ammoniakstickstoff im 
Kathodenraum von 1,10 auf 16,80°, gestiegen war, was auf bedeutende 
Desaminierungsprozesse deutet. 

Als wir den Versuch mit demselben Hydrolysat wiederholten, aber nur 
geringe Stromdichten (3,5 Milliamp.) bei einer gesamten Stromstarke von 
200 Milliamp. anwandten, in die Kathoden und Anodenkammern n/ 10 


* 
~ 
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H,SO, gaben und Kohlensaure durchleiteten, ohne die Kathodenlosun: 
mit Schwefelsaiure anzuséuren, erhielten wir nach 51 Stunden Elektr 
phorese keine Ammoniakzunahme. Eine Stromdichte von 30 Milliam, 
nach Zugabe von H,SO, ergab nach 38,5 Stunden Elektrophorese ein 
Zunahme des Ammoniakstickstoffs (Tabelle VII). Auch eine Stromdicht 
von 20 Milliamp. nach Ansiuern der Kathodenlésung fiihrte nach 88 Stu 
den zu den gleichen Resultaten (Tabelle VIII). 


Tabelle VI. 











Amino-N Ammoniak-N 
Gesamt-N 
in °/5 des Gesamt-N im Hydrolysat 
Autoklavenhydrolysat ; 109 24.75 1.10 
Anodenlosung . 1,51 
Mittellosung. ; , 18.56 Nicht bestimmt 
Kathodenl6sung 76,62 22,20 1.07 
96,69 
Tabelle VII. 
Amino-N Ammoniak-N 
Gesamt-N a / . 
in ©) des Gesamt-N im Hydrolysat 
Autoklavenhydrolysat : 100 20,71 8.02 
\nodenlOésung. . . . 0,24 
Mittellosung . . 26,82 Nicht bestimmt 
Kathodenlosung . 66.20 19,75 10.56 
93 86 
Tabelle VIII. 
Amino-N Ammoniak-N 
Gesamt-N 
in des Gesamt-N im Hydrolysat 
Autoklavenhydrolysat . . 100 23,17 9,9 
Anodenlosung . 1,6 
Mittellosung 11,2 
Kathodenlosung . 78.9 23.45 13.15 
91,7 


Aus diesen Versuchen folgt, da unabhangig von der Stromdicht« 
die Desaminierung des Hydrolysats und die Ansammlung von Ammoniak 
durch hohen Sauregehalt in der Kathodenlésung geférdert wird. 


Wenn eine Stromdichte von 20 Milliamp. ohne Ansaéuern angewandt 
wird und die Lésung nur durch den CO,-Strom sauer gehalten wird, labt 
sich keme Ammoniakbildung beobachten; die Zeitdauer der Elektrophores 
nimmt jedoch bedeutend zu (143 Stunden), was zu emer Abnahme de- 
Anhvdridstickstoffs in der Mittelkammer fiihrt |EinfluB8 der Diffusion und 
der Elektroosmose (Tabelle EX)|. Es mut auch auf den groBen Verlust 
an Gesamtstickstoff hingewesen werden. 
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Trennung von Diketopiperazinen und Aminosiéuren usw Hg 


Wir nehmen an, dai der Verlust an Gesamtstickstoff dureh Diffusion 
ler Anhydride aus dem Mittelraum nach der Anodenkammer und durch 
hre Oxydation an dieser Stelle zu oxydierten Formen oder sogar zu elemen- 
iarem Stickstoff bewirkt wird. Bestimmungen von oxydierten Stickstoft 
formen mit Phenolschwefelsaure zeigten die Anwesenheit von solchen Ver- 
bindungen in der Anodenlésung (s. Tabelle X). 

Endlich fiihrten wir einen Versuch aus, bei welchem die EKlektrophorese 
bei den natiirlichen Bedingungen des Hydrolysats, ohne Ansaéuern und ohne 
(‘O,-Durchleitung, verlief. Der Versuch dauerte 358 Stunden, wobei die 
vesamte Stromstirke rasch von S00 auf 80 Milliamp. abfiel. 

Es ist aus der Tabelle X klar, dab wenn keine geeigneten Bedingungen 
fiir Cberfiihrung der Aminosiuren zur Kathode vorliegen, d. h. kein 
saures Medium geschaffen wird, infolgedessen die Dissoziation det 
Carboxylgruppen der Aminosauren abnehmen und folglich die basischen 
Kigenschaften hervortreten kénnen, die Elektrophorese gehemmt wird 
und ein bedeutender Teil der Aminosauren zur Anode gelangen kann, wo 
die Oxydationsprozesse stattfinden. Eine gewisse Rolle spielt auch die 
Diffusion der Anhydride und der Aminoséuren zur Anode wahrend det 
groBen Zeitdauer des Versuchs. Alles dies bedingt den groben Stick 
stoffverlust. 


Tabelle IX. 








Amino-N Ammoniak-N 
Gesamt-N 
in %/9 des Gesamt-N im Hydrolvysat 
\utoklavenhydrolysat . 100 23.17 9.0 
Anodenlésung. . . . . 0.5 
Mittelldsung ...... 3.95 
Kathodenlosung. . . . . 75.73 24.20 8.79 
79,73 
Tabelle X. 
Amino-N Ammoniak-N 
(resamt N 
n des Gesamt-N im Hydrolysat 
Autoklavenhydrolysat . . 100 23,17 9,09 
\nodenlosung nach Kjeldahl] 0.4 
. mit Phenol- 
schwefelsaure . ran 6.19 
Mittellisung . . 2... 1,84 
Kathodenlosung . . . . 37.96 15,15 4.15 
45.99 


Zusammenfassung. 
1. Durch Elektrophorese laBt sich ein Gemisch von Anhydriden 
und Aminosaéuren quantitativ trennen, wenn die Kathodenfliissigkeit 
wiederholt (drei- bis viermal) der Elektrophorese unterworfen wird 
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2. Auch aus einem EiweiBhydrolysat kann die Anhydridfraktio: 
durch wiederholte Elektrophorese fast vollstandig isoliert werden, in de 
Kathodenlésung bleibt nur eine schwache Anhydridreaktion zuriick 

3. Als Kathode kénnen Quecksilber, Silber oder Platin verwandt 
werden. Mit Nickelkathoden treten Ammoniakverluste ein. 

4. Die Stromdichte an der Kathode darf 10 bis 13 Milliamp. aut 
| qem der Kathodenflache nicht iiberschreiten. Vor dem Versuch muB dic 
Fliissigkeit in der Kathoden- und Anodenkammer schwach angesauert 
werden (n/l0 H,SO,):; eine Zugabe von Saéure wihrend der Elektro 
phorese ruft eine teilweise Desaminierung und Ansammlung von 
Ammoniak in der Kathodenlésung hervor. 

5. Bei langdauernder Elektrophorese entstehen Stickstoffverluste 
die wahrscheinlich durch Diffusion der Anhydride zur Anode und ihre 
darauffolgende Oxydation verursacht werden. 

6. Ohne CO,-Strom und Ansauern verliuft die Elektrophorese nui 
sehr schwierig und fiihrt zu groBen Stickstoffverlusten, die teilweise 
durch Diffusion und teilweise durch Anodenwanderung einiger Amino- 
siuren hervorgerufen werden. 
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Uber die Futterhefegewinnung in Holzzuckerlésungen. II. 
Von 
Hermann Fink, Richard Leehner und Eugen Heiniseh. 
\us der Landwirtschaftlich-Tierairztlichen Fakultat der Universitat Berlin 
und dem Institut fiir Garungsgewerbe.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1935.) 


In unserer ersten Mitteilung! iiber die biologische KiweiBsynthese 
durch Hefeziichtung in Holzzuckerlésungen konnten wir iiber einige 
bemerkenswerte Tatsachen berichten. Es hatte sich namlich gezeigt, 
daB die Dauerziichtung von Torula utilis unter technischen Bedingungen 
in Holzzuckerwiirzen méglich ist, die nur auBerst geringe Mengen an 
zusatzlichem organischen Stickstoff enthielten. Der gesamte organische 
Stickstoff betrug bei den letzten ausgefiihrten Versuchen 3,6°%, des 
angewandten Gesamtstickstoffs, wihrend die restlichen 94,4°, in Form 
von Ammoniakstickstoff voriagen. Dabei wurde wahrend der eigent- 
lichen Hefeziichtung kein organischer Stickstoff mehr zugegeben. 
Dieser lag in der Torneschschen Holzzuckerwiirze schon vor und stammte 
teils (etwa zur Halfte) aus dem Holz selbst, teils aus den geringen Mengen 
von Malzkeimen, die beim Scholler-Tornesch-Verfahren bei der Per- 
kolation zugegeben werden, um eine leichtere Vergarung der anfallenden 
Holzzuckerlésungen zu erreichen. Von biologischem Interesse war 
vor allem die Feststellung, daB im Verlaufe der unter technischen Be- 
dingungen, also ohne besondere MaBnahmen zur Sterilhaltung, durch- 
gefiihrten wochenlangen Hefedauerziichtung keinerlei Infektion auftrat. 

Es war von vornherein nicht anzunehmen, dafi§ die Holzzucker- 
wiirze ein giinstiges Nahrsubstrat fiir die Hefeziichtung darstellen 
wiirde. Dies mége die folgende Gegeniiberstellung der Kohlenhydrat- 
und Stickstoffverhaltnisse von Melasse und véllig malzkeimfreier Holz- 
zuckerwiirze zeigen. Zum Vergleich sind zwei unserer Versuchsansatze, 
namlich Nr. 21 und 16, als Grundlage herangezogen worden, und zwar 
unter der Annahme, daB die angewandte Zuckermenge von etwa 60 g 
durch Melasse mit normaler Zusammensetzung (etwa 50°, Rohzucker, 
entsprechend 52,6°% red. Zucker, etwa 2°, Gesamtstickstoff, davon 
etwa 33% assimilierbarer Stickstoff) geliefert worden sei. Es wirden 
sich dann folgende Zahlen fiir den Gesamtstickstoff und den assimilier- 
baren Stickstoff ergeben, selbst wenn man zugunsten des Holzzuckers 
annimmt, daB der gesamte Stickstoff assimilierbar ist, wahrend man 
fiir die Melasse im allgemeinen die Annahme macht, daB nur ! 
Gesamtstickstoffs von der Hefe assimiliert wird. 


. des 
3 


! Diese Zeitschr. 278, 23, 1935. 
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Holzzucker 


Melasse 

Durehsehnitts- Mittelfraktion ity 

Reduzierender Zucker ing ..... 62,1 62,5 (62,1) 
Gesamtstickstoff in g . ge ho ore ae 0,075 0,045 2,36 
Gesamtstickstoff in °4 des Zuckers . . 0,121 0.072 3.81 
Assimilierbarer Stickstoff ing ... . 0,075 0,045 0,79 
Assimilierbarer Stickstoff in®,,des Zuckers 0,121 0,072 1,27 


* Rohrzucker berechnet als reduzierender Zucker. 


Dieser Vergleich beleuchtet zunachst eindrucksvoll die Uberlegen 
heit der Melasse als Ausgangsmaterial fiir die Hefeziichtung, wenn mai 
die Stickstoffverhaltnisse als Grundlage der Beurteilung heranzicht 
Wiirden wir also unsere Ziichtung mit Melasse statt mit Holzzucke: 
lésung ansetzen, so enthielte der Versuchsansatz 30 bis 50mal so vie! 
Gesamtstickstoff und mindestens 10 bis 20mal so viel assimilierbaren 
Stickstoff. Bekanntlich gibt es heute PreBhefefabriken, die auch bei 
der Ziichtung der Kulturhefe nur mit Melasse arbeiten und auf den 
wertvollen zusatzlichen organischen Stickstoff etwa in Form von Malz 
keimausziigen oder Hefeautolvsaten usw. ganz oder fast ganz verzichten 

Man sieht an obigem Beispiel aber auch, dafB fiir die Futterhefen 
erzeugung mit ,,Wuchshefen*, z. B. Torula utilis, auf der Melassebasis 
wie sie im Kriege von Delbriick und seiner Schule durchgefiihrt worde: 
ist, ginstigere Voraussetzungen, wenigstens in bezug auf die Stickstoft 
verhaltnisse gegeben waren, als sie fiir die biologische EiweiBsynthes: 
in der Holzzuckerl6sung gegeben sind. 

Auch O. Spengler! hat in dieser Frage einen reichlich pessimistische: 
Standpunkt vertreten, den er anlaBlich einer vergleichenden Betrachtung 
zwischen Melasse und Holzzucker in drastischer Weise folgendermaBe) 
zum Ausdruck gebracht hat: 

.Die Hefen brauchen zum Wachstum den organisch gebundenen Stick 
stoff und kénnen daneben recht erhebliche Mengen von anorganisch ge 
bundenem Stickstoff (Ammonsalze) aufnehmen. 

Der den Zuckertechnikern héchst unsympathische Stickstoff der Rib: 
ist der Hefeindustrie ein héchst willkommener Ausgangsstoff. Wenn man 
nun Hefe aus kohlenhydrathaltigen, aber stickstoffreien Stoffen erzeugen 
will, so ist man gezwungen, diesen Stickstoff hinzuzufiigen. Da der Holz 
zucker ganzlich frei von Stickstoff ist, so ist er auch beziiglich dieses Punkte- 
der Melasse weit unterlegen. Ich méchte besonders hervorheben, daB die 
Behauptungen, die Hefe brauche keinen Stickstoff in organischer Bindung. 
wie er in der Melasse vorliegt, sondern man kénne nur mit Ammoniak allein. 
d. h. anorganischem Stickstoff, EiweiB in guter Ausbeute erzeugen, entwede1 
duf grober Unkenntnis beruhen oder bewubter Schwindel sind.* 


' Zeitschr. d. Ver. d. Deutsch. Zuckerindustrie 84, Techn. Teil, 191, 1934 
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Futterhefegewinnung in Holzzuckerl6sungen. 11. 


In schroffem Widerspruch zu dieser Ansicht steht die Behauptung 
von H. Scholler', daB die Holzzuckerlésung .,ein vorziigliches Nahr- 
substrat fiir Wuchshefen darstelle’*. Diese mehr hypothetischen Ansichten 
und Behauptungen erfahren durch unsere praktischen Versuche eine 
notwendige Aufklarung. 


In dieser zweiten Mitteilung erfolgt nun die Beschreibung det 
Versuchsanstellung, des Ziichtungsverlaufs und der Bestimmung dei 
Hefe- bzw. EiweiBausbeute, die wir in unserer ersten Mitteilung noch 
nicht aufnehmen konnten. Ferner wird auf die garungschemischen 
Grundlagen der Ausbeuteberechnung und die damit zusammenhingenden 
Fragen, wie auf eine der Praxis gerecht werdende Ermittlung des im 
tahmen der Hefeherstellung verwertbaren Zuckers naher eingegangen 
werden. Auberdem wird tiber die Fortfiihrung der Hefeziichtungs 
versuche mit malzkeim-stickstoffreier Holzzuckerwiirze berichtet. 


Versuchsanstellung. 


Es soll nun zunaechst die Versuchsanstellung und Ausheuteermittlhing 
beschrieben werden. 

Es wurde das in der PreBhefeindustrie iibliche Zulaufverfahren an 
gewandt. Als GargefaéB diente ein zylindrischer Stutzen von etwa 45 em 
Hé6he und 15em Durchmesser und einem Inhalt von etwa 8 Liter. Zum 
Regelung der Temperatur wahrend der Garung stand der Garstutzen in einem 
groBen Wasserbad. Als Liiftungskérper diente ein Aggregat von gebrannten 
Steinen, die eine mittelfeine Beliiftung gewahrleisteten. Die Luft wurde aus 
einer PreBluftleitung entnommen und vor Eintritt in den Luftverteiler 
durch Zwischenschaltung eines Wattefilters gereinigt. 

Bei allen Versuchen gelangten etwa 60 g reduzierender Zucker zur Ver 
wendung. Die rohe Wiirze wurde, wie in der 1. Mitteilung bereits aus 
vefiihrt, behandelt und danach mit soviel Wasser verdiinnt, dafs die Kon 
zentration der Zulaufwiirze an reduzierendem Zucker zwischen 1.4 bis 
16°, betrug. Die Gesamtmenge der jeweils angewandten verdiinnten 
Wiirze belief sich demnach auf 3800 bis 4400 cem. In dieser garfertigen 
Wiirze wurden die Nahrsalze Kaliumphosphat, Magnesiumsulfat und 
Ammonsulfat gelost. Ein Teil des anorganischen Stieckstoffs wurde 
wahrend der Garung in Form einer verdiinnten Ammoniakl6sung zugeftigt. 
Ungefahr ein Zehntel der Gesamtwiirze, also etwa 400 cem., wurden zu 
Beginn im GargefaS vorgelegt und die Stellhefe als Aufsehlammung zu 
gesetzt. Die Menge der Stellhefe betrug bei den einzelnen Versuchen 2.8 
bis 6,0 @ Hefetrockensubstanz. Anfangs wird kurze Zeit schwach geliiftet 
(400 bis 500 Liter Luft pro Stunde). Wahrend des Zulaufs wurde die Liiftung 
verstarkt (SOO bis L000 Liter Luft pro Stunde). Die Zulaufgeschwindigkeit 
betrug 600 bis 700 cem Wiirze pro Stunde. Nach 5!'. bis 6'. Stunden wat 
der Zulauf beendet. Danach wurde noch | bis 1's Stunden nachgeliiitet 
(300 bis 400 Liter Luft pro Stunde). Die Gesamtdauer einer Ziichtung betrug 
also insgesamt etwa 8 Stunden. Durch Zugabe von verdiinnter Ammoniak 
und Natriumbikarbonatlésung wahrend der Ziichtung wurde die frei 
werdende Saure abgestumpft. Die garende Wiirze wurde bei schwach saurer 


Die Zellstotf-Faser 1935, Nr. 5. 
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Reaktion gehalten. Am Ende der Garung betrug der Sauregrad der Wiirze 


0,02 bis 0,04. Die Temperatur schwankte zwischen 28 und 30°. 

Nach Beendigung der Garung wurde das Volumen der Hefesuspension 
im GargefaB ermittelt. Das Endvolumen betrug 4500 bis 5000 cem, im 
Mittel etwa 4700, und war natiirlich abhangig von der Menge der zugesetzten 
Ammoniak- und Natriumbikarbonatlésung. 

Genau | Liter der Hefesuspension wurde beiseite genommen und ab 
zentrifugiert, der Bodensatz der Zentrifugenglaser in Wasser aufgeschlammt, 
quantitativ anf eine Nutsche gebracht, abgesaugt und nach Feststellung 
des Gewichts der abgepreBten Hefe sofort die Trockensubstanz- und Stick- 
stoffbestimmung der Hefe angesetzt. Ein Teil der bleibenden Hefe diente 
jeweils als Stellhefe fiir die nachste Fiihrung und wurde im Eisschrank 
aufbewahrt. In der Stellhefe wurde vor Verwendung zur nachsten Garung 
nochmals die Trockensubstanz ermittelt. 


Analytisches. 


Der Gehalt der Wiirze an reduzierendem Zucker wurde maBanalytisch 
nach Kjeldahl-Bertrand bestimmt und als Glucose berechnet. Zur 
Trockensubstanzbestimmung in der Hefe wurde etwa 1 g Hefe in einem Wage- 
glaschen in ganz diinner Schicht verteilt und 4 bis 5 Stunden bei 105° ge- 
trocknet und vor und nach der Trocknung genau gewogen. — Zur Stickstoff- 
bestimmung wurde eine Menge von etwa 2g der feuchten Hefe genau ab- 
gewogen bei Wiirzen wurden je nach Stickstoffgehalt 50 bis 200 cem der 
angesaiuerten Wiirze zur Sirupdicke eingedampft , mit 1g Kupfersulfat 
und 5g Kaliumsulfat und 40 cem konz. Schwefelsiure aufgeschlossen und 
das Ammoniak wie tiblich bestimmt. 


Die Bestimmung des zu Alkohol vergarbaren Zuckers im folgen- 
den kurz ,,alkoholvergirbaren‘‘ Zucker bezeichnet in Holzzucker- 


wiirzen wurde nach folgender Vorschrift ausgefiihrt : 

Die rohe Wiirze, etwa 3,5 bis 4% reduzierenden Zucker enthaltend, 
wurde unter Riihren mit Kreide neutralisiert, mit Natriumsulfit ! 
(2,5°,, bezogen auf den angewandten reduzierenden Zucker) versetzt und 
filtriert. Von der so behandelten Wiirze wurden 500 cem zu einem Gar- 
ansatz verwendet. 

Nach Zugabe von 0,5g KH, PO,, 10cem Malzkeimauszug * — hergestellt 
durch Erwarmen der Malzkeime mit Wasser (20 g auf 500 ecem) auf 75° und 
nachfolgendes Filtrieren und 5 g abgepreBter Backer- oder Brennereihefe 
wahrend 3 Tage bei 32,5° vergoren. Nach Beendigung der Garung wurde 
der Alkohol von der vergorenen Wiirze abdestilliert, das saure Destillat durch 
Zufiigen von Kaliumhydroxyd alkalisch gemacht und nochmals destilliert 
und in diesem zweiten Destillat der Alkohol pyknometrisch bestimmt. 
Der dem gefundenen Alkohol entsprechende vergorene Zucker wird zunachst 
nach der Gay-Lussacschen Garungsgleichung (C,H,,0, —» 2CO, + 2C,H; 
OH) errechnet. Dieser sogenannte atkoholvergdrbare Zucker, in Hundert- 
teilen des angewandten reduzierenden Zuckers ausgedriickt, wird als 
,.Alkoholvergarungsgrad‘‘ der Wiirze bezeichnet. 


‘ Nur hier notwendig. Darf bei den Parallelgarungen mit reinem Zucker 
nicht zugesetzt werden. 2 Der Gehalt an vergarbarem Zucker ist so 
minimal, daB er durchaus vernachlassigt werden kann. 
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Der auf diese Weise ermittelte alkoholvergarbare Zucker gibt aber 
nicht den vor der Garung tatsachlich vorhanden gewesenen vergarbaren 
Zucker an, sondern weniger. 

Wenn man namlich 100 g reinsten Traubenzucker bzw. Rohrzucker in 
der oben beschriebenen Weise vergart, so erhalt man nur die 87 bis 88 g 
Traubenzucker bzw. Rohrzucker theoretisch entsprechende Menge Alkohol'. 
Es werden in obigem Ansatz also 12 bis 13°, des angewandten Zuckers 
anderweitig umgesetzt. 

Um den in der Holzzuckerwiirze vor der Vergarung tatsachlich 
vorhanden gewesenen vergarbaren Zucker naherungsweise zu ermitteln, 
haben wir die dem gefundenen Alkohol entsprechende Zuckermenge 

] 
mit dem Faktor multipliziert. Die beiden folgenden Versuche 
88 
mégen zeigen, wie weit dieses Naherungsverfahren seine Berechtigung hat. 

Versuch a. Der Garansatz bestand aus 20,000 g¢ Saecharose (Rohr- 
zucker fiir kalorimetrische Bestimmungen von Schering-Kahlbaum), 0,5 ¢ 
KH,PO,, 10cem Malzkeimauszug wie oben hergestellt, 500 cem Leitungs 
wasser und 5 g abgepreBter Brennereihefe oder Backerhefe. Gartemperatu 
32,5°, Dauer 3 Tage. 

20,000 g Saccharose entsprechen theoretisch: 10,76 g Alkohol, gefunden : 
9,41 g Alkohol 87,5 °, der Theorie. 

Versuch b. 20,000 ¢ Glucose (Traubenzucker, reinst, wassertrei D. A. B. 6 
von Schering-Kahlbaum), 0,5 g KH,PO,, 10 cem Malzkeimauszug wie oben 
hergestellt, 500 cem Wasser und 5 g abgepreBte Brennerei- oder Backerhefe. 

20,000 g Glucose entsprechen theoretisch: 10,21 g Alkohol, gefunden: 
8.99 g Alkohol 87,9°,, der Theorie. 

Solche Versuche sind mehrfach und von verschiedenen Experi- 
mentatoren, meist parallel zu den Vergarungsansatzen mit Holzzucker- 
wiirze, ausgefiihrt worden und fiihrten alle zu demselben Ergebnis, 
besonders wenn die gleiche Brennereiheferasse verwendet wurde. Die 
Werte schwankten um 88°, der Theorie. 


Ausbeuteberechnung. 

In der ersten Mitteilung haben wir alle Daten auf reduzierenden 
Zucker berechnet. Wie wir dort ausgefiihrt hatten, sind in Holzzucker- 
lésungen die Verhaltnisse in bezug auf Zuckerarten und Zusammen- 
setzung etwas verwickelt. 

Bei der Bestimmung des reduzierenden Zuckers werden alle redu- 
zierenden Stoffe, sowohl die Zucker- als auch die reduzierenden Nichtzucker- 
stoffe, erfaBt. Die in der Wiirze enthaltenen Pentosen und eventuell redu- 
zierende Polysaccharide (gréBere Bruchstiicke des Zellulosemolekiils) 
werden als Glucose berechnet. Andererseits ist es wahrscheinlich, daB auch 
nicht reduzierende Zucker, besonders dextrinartige Kérper, vorliegen, die 
bei der Zuckerbestimmung nicht erfaBt werden. Die angefiihrten Punkte 


! Diese Beobachtung ist uns von der Direktion der Deutschen Holz- 
verzuckerungs- und Chemischen Fabrik A.-G., Tornesch, mitgeteilt worden. 
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zeigen deutheh die Schwierigkeiten, die einer einwandtreien Erfassung ce 
Zuckers entgegenstehen. Bei Verwendung von Durchschnittswiirzen. dir 
aus demselben Holz stammen und bhesonders bei Verarbeitung ein und dei 
selben Wiirze kann jedoch der reduzierende Zucker ohne weiteres als MaBstal 
dienen. So waren z. B. die Versuche 1 bis 15 der ersten Mitteilung mit ei 
und derselben Wiirze angestellt, so daB die Werte ohne weiteres unte! 
eimander vergleichbar sind. 

Fiir die Beurteilung der Holzzuckerwiirzen zur Spiritusgewinnung und 
in gewissem Grade auch zur Hefeziichtung ist es naheliegend und geboten 
auch den vergarbaren Zucker als Grundlage fiir die Ausbeuteberechnuny 
zu wahlen. Wie oben bereits ausgefiihrt wurde, ergeben sich bei der Er 
mitthing des vergirbaren Zuckers gewisse Komplikationen. Wir nennen den 
im Garversuch durch Bestimmung des Alkohols ermittelten Zucker den 
 alkoholvergarbaren** Zucker. Um den tatsachlich vorliegenden vergarbarer 
Zucker zu erfassen, multiplizieren wir den fiir den alkoholvergéirbaren 
Zucker gefundenen Wert mit dem Faktor und hbezeichnen dieser 

O.88 
korrigierten Wert nun als .,vergarbaren*’’ Zucker. Es ist also: Vergarbare: 
! 
Zucker alkoholvergarbarer Zucker . . 
O88 

Bei der Bestimmung des reduzierenden Zuckers vor und nach det 
Alkoholgaérung oder vor und nach der Hefeziichtung gibt die Differenz die 
Menge des verschwundenen reduzierenden Zuckers an und wird als Reduk 
tionsdifferenz bezeichnet. Dafiir gelten natiirlich dieselben Einwiénde, die 
oben bei der Bestimmung des reduzierenden Zuckers schon angefiihrt 
wurden. Bei der Garung werden auBerdem geringe Mengen Aldehyde 
und andere Verbindungen gebildet, die ebenfalls reduzieren, doch ist 
bekanntlich die Reduktion Fehklingscher Lésung am Ende eines Gir 
versuchs mit reinen Zuckerlésungen praktisch gleich Null. 

Wir beziehen in unserer Ausbeuteberechnung in Tabelle IL] deshalb 
auf reduzierenden Zucker, aut alkoholvergdrbaren Zucker, auf vergdrbaren 
Zucker und auf die Reduktionsdifferenz, ermittelt aus dem Reduktions 
wert vor und nach der Hefeziichtung. 


Um <Anhaltspunkte zu gewinnen, welche Berechnungsart de: 
Wirklichkeit und Praxis am _ besten gerecht wird, verwendeten wit 
auBer den Durchschnittswiirzen auch eine Mittelfraktion und fiihrten 
auBerdem zwischendurch einen Versuch mit remem Traubenzucket 
durch. 

In unserer ersten Mitteilung sind die Versuche bis zur einschhiel 
lich 14. Fiihrung aufgefiihrt. Inzwischen ist die Hefeziichtung fort 
gesetzt worden und wir berichten in dieser Mitteilung bis zur 25. Fiihrung. 
Ab Fiihrung 15 verwendeten wir Holzzuckerwiirzen nach dem Scholler 
Tornesch-Verfahren, die ohne jeglichen Malzkeimzusatz hergestellt worden 
waren und als organischen Stickstoff nur den aus dem Holz stammenden 
Sticksto/f enthielten. Bei dev Weiterfiihrung unserer Versuche konnten 
wir die seinerzeit gefundenen bemerkenswerten Tatsachen erneut  be- 
statigen. Die Hefe war véllig frei von jeder Infektion, was nach jede1 
Fiihrung von Herrn Diplt.-Brauerei-Ing. Glaubitz sowohl im Mikroskop 
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wie nach Anstellung von Forcierproben auf verschiedene Organismen 
hewiesen werden konnte. Die Stellhefe brauchte keme Zwischen 
hbehandlung (Waschen mit Wasser, Sauren u.dgl.) zu erfahren. Wir hatten 
bis zur 25. Fiihrung keine neue Stellhefe eingefiihrt. Die Hefe- bzw. 
KiweiBausbeuten wurden annahernd auf gleicher Hoéhe gehalten 
Damit ist die Dauerziichtung von Torula utilis in Holzzuckerlésungen mit 
Zusatz von nur anorgonischem Stickstoff bewiesen. Der in der Wirze 
vegebene, aus dem Holz stammende Stickstoff stellt nichts zusatzliches 
dar und kann, falls er assimilierbar ist, als Stickstoffquelle nur will 
kommen sein. 

Zunichst sei nochmals zusammenfassend testgestellt: Die in unserer 
ersten Mitteilung beschriebenen Versuche Nr. l mit 14 sind ausgefiihit 
mit Wiirze 1, einer Durchschnittswiirze!, die unter der fiblichen Malz- 
keimzusatz im Perkolator hergestellt worden ist. 

Die Versuche 15 mit 20 sind ausgefiihit mit emer Wiurze 2, einer 
Mittelfraktion, die ohne Malzkeimzusatz* im Perkolator  hergestellt 
worden ist. Die Versuche 21 mit 25 sind ausgefiihrt mit emer Wiirze 3. 
einer Durchsechnittswiirze, die ebenfalls ohne Malzkeimzusatz? im Per- 
kolator hergestellt worden ist. 

Wiirze 2 und 3 sind voéilig malzkeimstickstofffrei. 

In Tabelle ] sind die Konzentrationen an reduzierendem Zucker, 
die Alkoholvergarungsgrade und Stickstoffgehalte der drei verwendeten 
Wirzen angefiihrt. 

Tabelle L. 





1 2 3 4 > in 


Reduzierender 


Wirze Zucker Alkohol Stickstoft Sawerauee , Verwendet 
Nr. - vergirungsgrad : iir die Versuch: 
g Liter g Liter 
1 32.6 66.0 0,048 hergestellt 1 mit 14 
mit Maizkeim- 
zusat z 
2 35.5 81.5 0,026 hergestellt 15 mit 20 
ohne Malz- 
keimzusatz 
3 $7,75 73.6 0.046 hergestellt 21 mit 25 


ohne Malz- 


keimzusatz 


Unter Durchsehnittswiirze soll der gesamte Antall an Holzzucker 
wiirze aus einem HolzaufschluB im Perkolator nach dem Durchmischen 
verstanden werden. Als Mittelfraktion bezeichnen wir die etwa in der Mitte 
des Prozesses anfallende Fraktion. -> In Anbetracht der Wichtizkeit de 
Problems ist die Herstelluny dieser Wiirze von dem anderen von uns ( Richard 
Lechner) in Tormesch iiberpriift worden. Wir danken Herrn Geheimrat 
Dr. Fritzweiler, Direktor der Reichsmonopolverwaltung fiir Branntwein, sowte 


Herrn Direktor Rockstroh, Tornesch. fiir thir hebenswiirdiges Entgegenkommen. 
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Der Traubenzuckerversuch (Tabelle [Lund IL ,,7'*) wurde parall 
zu Versuch 11 ausgefiihrt, also als Stellhefe eine bei Versuch 10 geerntet: 
Hefe verwendet. Es wurde dabei kein organischer Stickstoff zugesetzt 
Die Ziichtung wurde wie tblich mit den entsprechenden Nahrsalz 
zusatzen durchgefiihrt. Am Ende der Tabellen Il und If] sind unter Ver 
suchsnummer 7’ die Ergebnisse aufgefihrt. 

In der Tabelle I] sind die Daten iiber Stickstoffgaben und Eiweil 
ausbeute bei den Versuchen | mit 25 zusammengefabt. Samtlich: 
Zahlen beziehen sich aut den gesamten Giaransatz. 

Es sind aufgefiihrt : 

In Spalte 1: Die betreffende Nummer der Ziichtung. 


2: Die in der Gesamtwiirzemenge des Garansatzes zur Ver 


wendung gelangte Menge an reduzierendem Zucker in g. 
3,4 und 5: Die angewandten Mengen an organischem, anorgan 
schem und Gesamtstickstoff in g. 


6und 7: Die angewandten Mengen an organischem und anorgan! 
schem Stickstoff, ausgedriickt in Hundertteilen des Gesamt 
stickstofts. 

8: Der Zuwachs an Hefetrockensubstanz in g; Zuwachs gleich Ce 
samterntetrockengewicht minus Anstellhefetrockengewicht 

9 und 10: Der Gesamtstickstoff- bzw. EiweiBgehalt der geerntete: 
Hefe in Prozenten des Trockengewichts. 

1} und 12: Die im Hefezuwachs enthaltene Menge Stickstoff bzw 
Kiweils in g. 

Pe ne 13: Die EiweiBausbeute (EiweiBzuwachs) berechnet auf den an 

gewandten reduzierenden Zucker. 

14und 15: Die Stickstoffmenge im Hefezuwachs in Hundertteile: 
des angewandten CGesamtstickstoffs bzw. anorganische: 
Stickstoffs. 

Der EiweiBgehalt der Hefe schwankt zwischen 54 und 60°, in de! 
Trockensubstanz. Der EiweiBzuwachs konnte bei allen Versuchen aut 
ungefaihr gleicher Héhe gehalten werden. 

Die Mengen des angewandten anorganischen bzw. Gesamtstickstoffs 
wurden bei den Versuchen 15 mit 25 gegentiber den vorhergehenden 
Versuchen erhéht. Es konnte jedoch dadurch kein gréBerer Eiweil 
zuwachs erreicht werden als in Versuchen, bei denen kein Stickstoff 
iiberschuB angewandt worden ist. Die héchstmégliche EiweiBausbeut 
wird auch ohne Zugabe von tiberschiissigem Stickstoff erzielt, wie wil 
in unserer ersten Mitteilung schon zeigen konnten. Infolge des tibet 
schiissig angewandten Stickstoffs sind die im EiweiBzuwachs wiede1 
gefundenen Stickstoffmengen, in Hundertteilen des angewandten: Ge 
samt- bzw. anorganischen Stickstoffs ausgedriickt, niedriger. 

Tabelle IIL enthalt die Berechnung der Hefe- und EiweiBausbeuten 
auf Grund der verschiedenen Zuckerbasis. 
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Ks sind aufvettihrt 
In Spalte 1: Die betreffende Nummer der Ziichtung. 

2.3.4 und 5: Die in der Gesamtwiirze des Garansatzes zur Ver 
wendung gelangte Menge (in g) an reduzierendem Zucker bzw 
an alkoholvergarbarem Zucker bzw. an vergiéirbarem Zucke) 
bzw. an Zucker, ermittelt aus der Reduktionsditterenz de) 
Wiirze vor urd nach der Hefeziichtung. 

6: Der Zuwachs an Hefetrockensubstanz in g. 

7.8.9und 10: Die Ausbeute an Hefetrockensubstanz in g berechnet 
auf je 100g des angewandten reduzierenden Zuckers bzw 
alkoholvergarbaren Zuckers bzw. vergairbaren Zueckers und 
auf die Reduktionsdifferenz. 

ll: Der Zuwachs an Eiwei® in g. 

12, 13, 14 und 15: Die Ausbeute an Eiweils in g, bezogen auf je 100 ¢ 
des angewandten reduzierenden Zuckers bzw. alkoholvei 
garbaren Zuckers bzw. vergirbaren Zuckers bzw. auf dic 
Reduktionsdifferenz. 

Bei Bezugnahme auf den reduzierenden Zucker liegen bei An 
wendung von Durehsehnittswiirzen (Versuche 1 mit 14 und 21 mit 25 
die maximalen Ausbeuten an Hefetrockensubstanz bei etwa 40°, dir 
KiweiBausbeuten bei etwa 23 bis 24°. Bei den Versuchen 15 mit 20 
die mit einer Wirze ausgefiihrt wurden, die bei der Verzuckerung als 
Mittelfraktion mit extrem niedrigem EiweiBgehalt eatnommen worden 
war, waren dic auf reduzierenden Zucker bereehneten Hefe- und Eiweil 
ausbeuten nur eine Kleinigkeit niedriger. 

Bei Bezugnahme auf alkoholvergarbaren Zucker liegen die e1 
haltenen Ausbeuten an Hefetroekensubstanz bzw. EiweibB bei den Ver 
suchen |] mit 14 um 60 bis 62°, baw. 34 bis 36°, bei den Versuchen 15 
mit 20 bei 46 bis 48 °, und schlieBlich bei den Ver 


suchen 21 mit 25 bei 57 bis 58°, baw. 31 bis 383°). Der Alkohoi 


. bzw. 26 bis 28 % 


vergarungsgrad der Durchschnittswiirze | lag etwas niedriger als det 
von Durehsehnittswirze 3 (s. Tabelle I). Damit durfte es zusammen 
hangen, da die erhaltenen Ausbeuteziffern bei Wiirze 1 etwas hohe: 
sind als die von Wiirze 3. Man kénnte vermuten, daB aus der Wiirze | 
nicht vergirbare Kohlenhydrate von der Hefe assimiliert worden sind 
Dabei ist aber zu bedenken, daB bei den Versuchen mit Wirze 1 noch 
geringe Mengen von Malzkeimstickstoff vorhanden waren. 


Bei Bezugnahme der Hefe- und EiweiBausbeuten auf den verga 
haren Zucker liegen siimtliche Werte entsprechend niedriger. Noc! 
niedriger liegen die Werte, wenn man sie auf die Reduktionsdifferenz 
auf den bei der Hefeziichtung verschwundenen reduzierenden Zucke: 
bezieht. Bei den Versuchen 6 mit 14 ist die Differenz in der Aus 
heute, auf den vergdrbaren Zucker und auf die Reduktionsdifferenz 
hezogen, ziemlich groB. Der niedrige Alkoholvergarungsgrad det 
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Wiurze | tauscht vielleicht wenig vergirbaren bzw. verwertbaren Zuck: 
vor. Tatsachlich kénnte aber der Zucker teilweise nur in unvergiir- 
barer Form, dagegen wohl in fiir die Hefeziichtung verwertbaren 
Zustand vorliegen. 

Den bei Verarbeitung von reinem Traubenzucker erhaltenen Werten 
kommen die auf vergarbaren Zucker bezogenen und noch besser die auf dir 
Reduktionsdifferenz bezogenen Ausbeuten am niachsten. 

Bei den mit der Mittelfraktion ausgefiihrten Ziichtungen (Nr. 15 mit 20 
waren die Ausbeuten schlechter als mit Durchschnittswiirzen. 

Der Grund fiir die von Ziichtung zu Ziichtung auftretenden meist 


unbedeutenden Schwankungen der Ausbeuten liegt teilweise darin, dat} 


bei den einzelnen Versuchen immer irgendein Faktor variiert wurde, sei e- 
die Temperatur, die Stellhefemenge, der verschiedene Wiirzesauregrad usw.. 
um die Einfliisse dieser Faktoren und damit die optimalen Bedingungen 
herauszufinden. 


Schlubbetrachtung. 

Die Versuche tiber die biologische Eiweif-Synthese durch Hefe- 
ziuchtung (torula utilis) in Holzzuckerwiirze nach dem Scholler- Tornesch- 
Verfahren, bei denen als Stickstoffquelle nur anorganische Ammonsalze 
zugesetzt wurden, haben wir fortgesetzt. 

Die Ausbeuten an gebildetem HefeeiweiB hingen von den Versuchs 
bedingungen ab, die von Ziichtung zu Ziichtung systematisch variiert 
worden sind. Einen groBen KinfluB hatte bisher die Zusammensetzung 
der Holzzuckerwiirze, die wiederum davon abhingt, aus welcher Phase 
des Holzverzuckerungsprozesses die Wiirze stammt. 

Die Beurteilung der Holzzuckerwiirze nach ihrem Wert fiir die 
Hefeziichtung kann wegen ihrer anderen Zusammensetzung nicht 
ohne weiteres nach den sonst in den Garungsgewerben herkémmlichen 
Untersuchungsmethoden erfolgen. Es sind deshalb Richtlinien fiir die 
Bewertung bei der Hefeziichtung vorgeschlagen und diskutiert worden. 
So wurde z. B. die Hefe- bzw. EiweiBausbeute berechnet auf redu- 
zierenden Zucker, auf ,,alkoholvergarbaren” Zucker, vergirbaren Zucker 
und auf Reduktionsdifferenz. 

Wenn wir uns bisher noch fiir keine Berechnungsart endgiiltig 
entschieden haben, so geschah es deshalb, weil wir in unserer nachsten 
Mittei!ung auch als wichtiges Bezugssystem die Berechnung auf Holz- 
trockensubstanz einfiihren wollen. 

Auch iiber giinstig verlaufene Versuche mit Holzzucker nach Bergius 
soll demnachst berichtet werden. 

Vom biologischen Standpunkt aus ist hervorzuheben, da bei der 
Dauerziichtung, die nunmehr bis zur 45. Fiihrung fortgesetzt worden ist, 
trotz scharfer Kontrolle keine Infektion festgestellt werden konnte. 
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(ber den Hauptweg der Milchsiurebildung in der Muskulatur. 
Von 
0. Meyerhof und W. Kiessling. 
\us dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingeqangen am 25. Oktober 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wenn man die Spaltung von Hexosediphosphat oder Glykogen im 
Muskelgewebe oder enzymhaltigen Muskelextrakt in Gegenwart von 
Sulfit vor sich gehen JaBt, so erhalt man an Stelle von Milchséure, neben 
der an Bisulfit gebundenen Brenztraubensaure, eine aquivalente Menge 
y-Glycerinphosphorséure!. Daf hier beide Verbindungen als Inter- 
mediarprodukte des Kohlenhydratzerfalls anzusprechen sind, ergab sich 
auf Grund des gleichzeitig mit diesem Befund aufgestellten Schemas von 
Embden?, wonach die Brenztraubenséure aus dem Zerfall der Phospho- 
glycerinsaure herriihrt, die ihrerseits neben g-Glycerinphosphorsaure 
durch die Dismutation eines Molekiils Hexosediphosphorsaure entsteht. 
| Hexosediphosphorsaure 2 Triosephosphorsaure 

| Phosphoglycerinséure -}- 1 x%-Glycerinphosphorsaure 
1 Brenztraubensaure + 1 Phosphorsiéure + 1 %-Glycerin- 
phosphorsaure. (1) 
\ndererseits lieB sich auch die in dem Schema enthaltene Annahme 
verifizieren, dai die Brenztraubensdure mit «-Glycerinphosphorsaure 
im Endeffekt sich in zwei Molekiile Milehsaiure umsetzt nach der 
Cleichung 
| g-Glycerinphosphorsaure + 1 Brenztraubensaure 
2 Milchséiure + 1 Phosphorsaure. — (2) 
Dabei konnte in Ubereinstimmung mit der Embdenschen Hypothese 
vezeigt werden, da die eigentliche Dismutation nach der Gleichung 
1 x-Glycerinphosphorsaure + 1 Brenztraubensaure 
1 Triosephosphorsaure + 1 Milchsiure (3) 
verlaufen mu, denn in Gegenwart von Fluorid wurde die Gleichung (2) 
abgeandert zu der Reaktion 
| z-Glycerinphosphorsaure —- 2 Brenztraubensaure 
| Phosphoglycerinsaure 2 Milchsaure (4) 

1 QO, Meyerhof u. D. MecEachern, diese Zeitschr. 260, 417, 1933; 
O,. Meyerhof u. W. Kiessling, Naturwiss. 21, 223, 1933. > Embden, Deuticke 
u. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933. 
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Dies lieB sich dadurch erklaren, daB die durch erneute Dismutation «: 
intermediaren Triosephosphorsaure auftretende Phosphoglycerinsaéum 
durch Natriumfluorid gehindert wird, sich itiber Phosphobrenztraube: 
siure! in Brenztraubenséure umzuwandeln, wahrend die gleichzeitiy 
entstehende x-Glycerinphosphorsaéure nicht gehindert wird, Bren: 
traubensaure zu Milchséure zu reduzieren und dabei ihrerseits zu Trios: 
phosphorsaure oxydiert zu werden, die dann dasselbe Schicksal e1 
leidet usw. 


Wenn durch diese Befunde sichergestellt ist, daB ein soleher Al} 
hbaumechanismus des Kohlenhydrats im Muskel existiert, so ergaben sic! 
zunehmend Zweifel, ob dies der einzige oder auch nur der hauptsaehlich: 
Zerfallsweg des Kohlenhydrats ist, wie es zunachst, in Ubereinstimmung 
mit Kmbden, von uns angenommen wurde?. Denn die Geschwindigkeit 
der Reaktion (2) ist meist erheblich kleiner als die der Milechsaur 
bildung aus Glykogen oder gar aus Glucose in Gegenwart von Hexo 
kinase, wahrend doch die Geschwindigkeit einer Intermediarreaktio1 
mindestens so groB sein mu wie die des gesamten Zerfalls. Ferner gilt 
es, worauf schon von Aubel und Simon hingewiesen wurde®, Muske!l 
fermentpraparate, in denen Milchsaéure aus Glykogen mit guter Ausbeut: 
gebildet wird, in denen aber die Reaktion (2) nur sehr schwach oder gai 
nicht meBbar vonstatten geht. Dies hat die genannten Autoren, ebensy 
wie andere*, zu der Vorstellung gefiihrt, daB als weitere Alternative dic 
Bildung der Milchsaure tiber Methylglyoxal in Betracht kame, in dem de: 
Zusatz von Glutathion, dem Co-Ferment der Methylglyoxalase ®, di: 
Milchséureausbeute erhéhen kann. Nachdem gezeigt worden war 
daB Hexosediphosphat enzymatisch in 2 Dioxyacetonphosphat zerfallt ° 
welches beim Stehen in eiweiBhaltiger Lésung spontan in Methy! 
glyoxal und Phosphat gespalten wird, besonders gut bei 37°, ist es 
naheliegend, daB bei der weiten Verbreitung der Methylglyoxalase Milch 
saure aus Hexosediphosphat auf solche Weise in enzymatischer Lésung 
vor allem in langdauernden Versuchen gebildet werden kann. Gegen dit 
Annahme jedoch, dab dies ein physiologisch im Muskel in Betracht 
kommender Abbauweg ist, spricht vor allem, daB in einem Mg-haltigen 
Enzymextrakt, der von Glutathion vollstandig befreit ist und Methy! 
glyoxal nicht angreift, das Glykogen in Gegenwart von Adenylpyro 
phosphat ebenso rasch in Milchsaure gespalten wird, wie wenn auch noch 
Glutathion zugegen ist’, und gegeniiher der kiirzlich vertretenen An 


'K. Lohmann u.O. Meyerhof, diese Zeitschr. 273, 60, 1934. 2-0. Meyer 
hof u. W. Kiessling, ebenda 264, 40, 1933. 3C. r. Soe. Biol. 114, 905, 
115; 373, 1178, 1934. 1 Jouxtt u. Quastel, Biochem. J. 28, 162, 1934: 


Gaddie u. Stewart, ebenda 29, 2102, 1935: Geiger, ebenda 29, 811, 1935 
> K. Lohmann, diese Zeitschr. 254, 332, 1932. ®O, Meyerhof u. K. Lok 
mann, ebenda 271, 89, 1934. 7 K. Lohmann, ebenda 254, 332, insbes 


352, 1932. 
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Hauptweg der Milchsdurebildung in der Muskulatur. SS 


icht!, daB speziell die Milchsaurebildung aus Glucose auf diesem Wege 
vor sich ginge, wird im folgenden gezeigt, daB das Co-Ferment der 
Glucosespaltung im aktivierten Muskelextrakt ebenfalls Adenylpyro- 
phosphat ist und Glutathion darauf ohne KinfluB ist. 


Tatsachlich gibt es nun eine Reaktionsfolge, die sich durch alle 
Kriterien als der Hauptweg des Kohlenhydratabbaus im enzymatischen 
Muskelextrakt erweist. In allen Enzymextrakten verlaufen die in Frage 
kommenden Reaktionen rascher oder mindestens ebenso rasch als der 
(iesamtvorgang und mit mindestens derselben Ausbeute. Geschwindig- 
keit sowohl wie Gesamtausbeute sind wieder davon abhangig, welches 
Kohlenhydrat anwesend ist, wobei die Reihenfolge der Wirksamkeiten 
bei den Intermediarreaktionen und dem GesamtprozeB tibereinstimmt. 
SchlieBlich steht diese Reaktionsfolge in engstem Zusammenhang mit 
der, die sich fiir die rasche Vergarung des Zuckers im Mazerationssaft 
als entscheidend ergab?. 

Es wurde kiirzlich beschrieben, dab dort eine eigenartige Ur1e- 
esterung mit Oxydoreduktion zwischen der Phosphobrenztraubensaure 
und dem Hexosemolekiil erfolgt, wobei der aus der Brenztraubensiure 
frei werdende Acetaldehyd zu Alkohol reduziert, das fretwerdende 
Phosphat mit Hexose zu Hexosediphosphat umgeestert wird, wahrend 
gleichzeitig ein weiteres Molekitl] Hexose mit anorganischem Phosphat 
reagiert und durch den Acetaldehyd zu Phosphoglycerinsaure oxydiert 
wird. Diese laBt sich durch Natriumfluorid abfangen, wahrend sie ohne 
dasselbe auf dem gleichen Wege iiber Phosphobrenztraubensaure weiter 
zerfallen wiirde: 

2 Glucose + 2 Phosphobrenztraubensaure + 2 Phosphorsaure 
1 Hexosediphosphorsaure + 2 Phosphoglvcerinsaure 


2 Kohlensaure -+- 2 Alkohol. (3) 


Die Reduktion des Aldehyds zum Alkohol geschieht dabei durch die 
Oxydation des Carbonyls einer intermediaren Triosephosphorsaure zum 
Carboxyl der Phosphoglycerinséure. Wir werden nun zeigen, dab das 
biologische Aquivalent des Acetaldehyds bei der Milchsaurebildung die 
Brenztraubensaure und das des Alkohols die Milchsaure ist, und da} im 
Muskelextrakt eine entsprechende Reaktion stattfindet, in der die 
Reduktion der Brenztraubensdéure zu Milchsaure verkniipft ist mit der 
Oxydation einer intermediaren Triosephosphorsaure zu Phospho- 


glycerinséure. 


| Triosephosphorsaure* + 1 Brenztraubensaure 
1 Phosphoglycerinsaure +- 1 Milchsaure. (6) 
| Geiger, a.a. O. 2 O. Meyerhoj u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 281, 


249 1935: O. Meyerhof, Helv. Chim. Act. 18, 1030, 1935. 
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Dabei ist unter ‘lriosephosphorsaure* hier nicht die im Gleichgewicht n 
Hexosediphosphorsdure auftretende Dioxyacetonphosphorsaure zu vy: 
stehen, sondern genau wie bei der Glucosegaérung der Zerfallskérper de. 
primaren, instabilen Veresterungsprodukts, das, selbst unbekannt, 
seiner Klementarzusammensetzung aber einer Hexosediphosphorsau 
entsprechen mub. Genau wie bei der alkoholischen Garung lassen sic! 
fiir jedes Kohlenhydrat drei Falle unterscheiden, die hier fiir Glucose j 
Gegenwart des Hefeaktivators Hexokinase formuliert seien, aber fii 
Glvkogen (ohne Hexokinase) ebenso giiltig sind: 
a) Umsatz von Brenztraubensaure in Gegenwart von Glucose und 
m/25 NaF. 
Glucose +- 2 Brenztraubensaure -+ 2 Phosphorsaure 
2 Phosphoglycerinséure + 2 Milehsaure (7 
eine Reaktion in Analogie zud erjenigen, die in der Garung mit NaF bei 
Zusatz von Acetaldehyd und einer Spur Hexosediphosphat als Kata 
lvsator stattfindet : 
Glucose + 2 Acetaldehyd +- 2 Phosphorséure 
2 Phosphoglycerinsaure ++ 2 Alkohol. (S 
b) Umsatz von Phosphobrenztraubensaure (oder Phosphoglycerit 
sdure) in Gegenwart von Glucose und Jodessigsdure (1: 1000). 
Glucose ~ 2 Phosphobrenztraubensaure 
Hexosediphosphorsaure + 2 Brenztraubensaure, — (‘) 
dieses in Analogie zu der Garungsreaktion 
Glucose — 2 Phosphobrenztraubensaure 
Hexosediphosphorsaure -- 2 Acetaldehyd — 2 CQ,. (10 
ce) Umsatz von Phosphobrenztraubensdure in Gegenwart vo: 
‘Glucose und NaF (n 25), wobei die Reaktion der Summe von (7) und ({ 
entspricht. 


2 Glucose — 2 Phosphobrenztraubensiure + 2 Phosphorsaure 
1 Hexosediphosphorsaure 2 Phosphoglycerinsaur 
2 Milchsaure, (11 


dies in Analogie zu der oben angefiihrten Gleichung (5) der alkoholische: 
Garung, die ihrerseits die Summe von (8) und (10) darstellt. Dies: 
Reaktionen laufen in Fluorid beziehungsweise Jodessigsaure mit derselbe 
oder einer héheren Geschwindigkeit ab, als die Milchsaurebildung au- 
Glucose in Abwesenheit der Hemmungsstoffe. Wenn man hier Glucos: 
durch Glykogen ersetzt und dabei die Hexokinase fortlabBt, gilt dasselh« 

Genau wie bei der Garung handelt es sich in allen diesen Falle: 
nicht um direkte Umesterungen, diese gehen vielmehr stets tiber da- 
Adenylséiuresystem, da nur in Anwesenheit desselben (und Mg) Milch 
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saurebildung stattfindet. So kann man im einzelnen zeigen, dab z. B 





oe die Gleichung (9) in die beiden Teilreaktionen zu zerlegen ist 
ar des 2 Phosphobrenztraubensaure + Adenylsaure 
it, in = 2 Brenztraubensaure + Adenylpyrophosphorsaure, — (12) 
Sati Adenylpyrophosphorsaure + Glucose 
1 sic! == Adenylsaure -+ Hexosediphosphorsaure, (13) 
a wobei die Summe der beiden Gleichungen (9) ist. Hiervon ist die 
. Gleichung (12) schon kiirzlich als Teilvorgang der von Parnas! ent 
deckten Umesterung von Phosphobrenztraubenséiure auf Kreatin zu | 
nd Kreatinphosphorsaure aufgefunden worden und zwar sowohl im Institut 
von Parnas selbst?, als auch etwa gleichzeitig in diesem Institut *® und in 
Cambridge’, waihrend Reaktion (13) im folgenden demonstriert wird. 
(7 DaB eine solehe Umesterung nach Art von (13) sich bei der den Zerfall 
T be; einleitenden Veresterung des Kohlenhydrats abspielt, ist von uns von 
= jeher angenommen worden, auf Grund verschiedener, gelegentlich ver- 
Offentlichter Beobachtungen®, und andere Autoren sind uns_ hierin 
yefolgt. Ein strenger Beweis fiir eine stéchiometrische Umesterung auf 
Grund systematischer Versuche lag jedoch bisher nicht vor. 
ia Zu den angefiihrten Reaktionen ist hinzuzufiigen, daB die genannte 
TiN Umesterung des Phosphats von Phosphobrenztraubensaure auf Kreatin 
(..Parnassche Reaktion’’) in dem Abbau des Kohlenhydrat zu Mileh- 
saure ebensowenig ein notwendiges Glied bildet, wie in dem Abbau zu 
(4) Alkohol und Kohlensaure (aber natiirlich fiir den Chemismus des tatigen 
Muskels von groBer Bedeutung ist). Wahrend in dem Hefemazerations- 
saft das Kreatin iiberhaupt fehlt, kann man in einem Enzymextrakt des 
Muskels das Kreatin durch Dialyse entfernen, wobei nach Zusatz von 
(1) Adenylpyrophosphat die Milchsiurebildung ebenso rasch verlauft wie 
vol mit Kreatin. Auch die isolierte Reaktion (11) spielt sich in Gegenwart . 
(9 von Kreatin nicht rascher ab als ohne es. 
In den vorangehenden Gleichungen ist der Einfachheit halber 
unberticksichtigt geblieben, daB neben dem Hexosediphosphat stets 
ure etwas Hexosemonophosphat auftritt, so dab die stéchiometrischen 
1] Beziehungen genauer stets fiir das gesamte Hexoseesterphosphat gelten. 
- Ebenso blieb der Einfachheit halber der Umstand auber Betracht, dai 
om stets eine dem vorhandenen Hexosediphosphat im Gleichgewicht ent- 
™ sprechende Menge Dioxyacetonphosphat auftritt. Dieses wird hier 
a vielmehr zum Hexosediphosphat hinzugezahlt. | Hexosediphosphat 
Ose 
‘ ' Parnas, Ostern u. Mann, diese Zeitschr. 275, 74, 1935. ‘J. kK. Parnas, 
Klin. Wochenschr. 19385, S. 1017; Ostern, Boranowski u. Reis, C. r. Soc. | 
ler Biol. 118, 1414, 1935. 30, Meyerhof u. H. Lehmann, Naturwiss. 23, 337, 
la- 1935; O. Meyerhof, ebenda 23, 490. 1935. 1 Needham u. van Heyningen, 
Nature 135, 185, 1935. Literatur s. S. 106, 
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kann ebenfalls in Gegenwart von Fluorid Brenztraubensaéure zu Milch 
siure reduzieren. Hier findet keine zusatzliche Veresterung statt 
wahrend sonst aber die Hexosediphosphorséiure in Gegenwart vor 
Fluorid nach der oben angefiihrten Gleichung (1) reagiert, lautet jetzt 
die Reaktion 
| Hexosediphosphorsaure -+- 2 Brenztraubensaure 

2 Phosphoglycerinsaure + 2 Milchsdure. (14 
Es tritt dann also iberhaupt keine «-Glycerinphosphorsaure auf. Auch 
diese Reaktion geht erheblich rascher als die Milchsaurebildung au- 
Hexosediphosphorsaure sowie nach (2) aus Brenztraubenséure + «-Gly 
cerinphosphorsaure, und obendrein geht die Reaktion (14) bemerkens 
werterweise fast ebenso rasch in dialysiertem Extrakt in Abwesenheit 
nachweisbarer Mengen des Adenylsduresystems, in Ubereinstimmuny 
damit, daB hier keine Umesterung vonnéten ist. Man mu folgern, dali 
die Reaktion (2), die bisher als die einzige oder wesentliche Quelle fii 
die Muskelmilchsiure angesehen wurde, in quantitativer Hinsicht niu 
eine Nebenrolle spielt. Die Gleichung (1) diirfte jeweils den Zucke: 
zerfall einleiten, weil fiir alle anderen, von uns betrachteten Gleichungen 
Brenztraubensaéure bereits vorgegeben ist. Auf diese Weise entsteht 
zunachst etwas x-Glycerinphosphorsaure, die dann spater durch die 
teaktion (2) wieder entfernt werden kann. Sobald etwas Brenztrauben- 
siure nach (1) vorliegt, verlauft der Umsatz im ibrigen weiter nach 
den neuen Gleichungen. Dies steht in Analogie zu dem Verhalten dei 
alkoholischen Garung bei der Angaérung und im stationaren Zustand, 
nur daB dort die bei der Angaérung gebildete «-Glycerinphosphorsaure 
iuberhaupt nicht weiter reagieren kann und durch Hydrolyse zu Glycerin 
und Phosphorsaure zerstért wird. 


Methoden. 


Wahrend fiir einen Teil der Versuche der in tiblicher Weise hergestellte 
Wasserextrakt aus Kaninchenmuskeln diente, wurde spaterhin zur Extrakt 
herstellung ein Trockenpulver verwandt, das durch Fallung der frischen 
Muskelausziige mit dem zehnfachen Volumen eiskalten Acetons, Waschen 
mit Ather und Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure gewonnen war! 
Von diesem Pulver wurde eine der sonst verwandten Extraktmenge ent 
sprechende Menge in Wasser verriihrt, zentrifugiert und die iiberstehende 
Lésung benutzt. Wahrend die glykolytische Wirksamkeit der frischen 
Muskelextrakte gegeniiber Glucose mit Zusatz von Hexokinase schon im 
Laufe eines Tages stark nachlaBt, bleibt die Wirksamkeit des Acetonpulvers 
selbst fiir viele Tage unverdndert, so daB man eine gr6Bere Zahl von 
Versuchen und Kontrollansaétzen mit Enzympraparaten konstanter Aktivitat 
ausfiihren kann. Obendrein ergab sich, daB man nicht nur auf diese Weise 
die Schwankungen zwischen den einzelnen Fermentherstellungen aus- 
schalten kann, sondern da die im vorangehenden Abschnitt angegebenen 


' Vgl. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 414, 1926; 183, 181, 1927. 
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Reaktionen in den Extrakten aus Trockenpulver freier von st6renden 
Nebenreaktionen verlauten. Nur mufte vor jeder Herstellung des Pulvers der 
frische Muskelextrakt selbst manometrisch mit Hexokinase auf seine glyko- 
lytische Wirksamkeit gepriift werden; denn wenn diese mangelhaft ist, so 
gilt dies auch fiir das daraus hergestellte Fermentpulver. Andererseits ist 
der Gehalt dieses Pulvers an Adenylpyrophosphat meist geringfiigig, so dafh 
spaiter zu allen Versuchsansitzen noch Adenylpyrophosphat hinzugegeben 
wurde. Die Versuche fanden bei 20° statt. 

Die chemische Bestimmung der Milehsaéure (in den mit Kupferkalk 
versetzten Trichloressigsiurefiltraten) geschah mit den fiir hohe Fluorid- 
konzentrationen ausprobierten Kautelen'; Brenztraubensiure wurde nach 
Cook mit Bisulfit titriert?, in Gegenwart von Phosphobrenztraubensaiure 
nach Neuberg-Case bestimmt*, die Phosphobrenztraubensiure durch die 
Zunahme des anorganischen Phosphats in Gegenwart von Jod und Alkali 
gegeniiber dem Wert fiir Alkali allein 4; Hexosediphosphat wurde aus der 
Hydrolysenkurve Aqgo—77). 1,5 sowie aus dem Gehalt an alkaliverseit- 
barem P (Dioxyacetonphosphorséiure) berechnet, unter Zugrundelegung 
einer Vergleichskurve fiir die gleichen Enzympraparate und dieselben 
Substratkonzentrationen. Es entsprachen auf ihr (bei 20°C): 
in 4cem Gesamtvolumen: 

0,86 mg alkaliverseifbaren P.O; $37 mg P,O, Gesamtester 
0,62), P.O, 3. BS 2 FG 
l 


0,48 ,, ‘ P.O, 94 .. PLO; 

0,34 ,, r? PO... « OF... BEG, + 

0,24 ,, te PLO, «.« . O48... FeO 
Adenylpyrophosphat (Ap. Pyrophosphat-P,O;) wurde in den An 


sitzen des Kapitel VI nach Lohmann durch den Phosphatzuwachs nach 
7 Minuten Hydrolyse minus dem Zuwachs zwischen 30 und 7 Minuten 
bestimmt (mg Ap. Iz 0 Iayr_7). Die Menge freier Adenylsaure 
wurde berechnet aus der Ammoniakbildung, die teils im Versuchsansatz 
selbst, teils erst nach Zusatz des Schmidtschen Desaminaseextrakts auftritt ° 
Dabei wird vorausgesetzt, daB alles in der Versuchszeit vom Muskelextrakt 
gebildete Ammoniak aus freier Adenylsiiure herriihrt (Ammoniakbestim 
mungen nach Parnas). Die «-Glycerinphosphorséure wurde, wie friiher 
besehrieben, nach Alkoholfalhung des Trichloressigséurefiltrats in baryt- 
alkalischer Lésung vermittels der Preglschen Glycerinmikromethode be 
stimmt®, waihrend die Phosphogyleerinsiiure bei Abwesenheit von Hexose- 
monophosphat aus dem gesamten gebildeten schwer hydrolysierbaren Ester 
minus der x-Glycerinphosphorsaure berechnet wurde. 

Alle wichtigeren Reaktionsgleichungen wurden durch Isolierung der 
neugebildeten Phosphorsiureester bestitigt. Die Aufarbeitung datiir 
geschah in derselben Weise wie bei den Umesterungen im Mazerationssaft *. 


' F. Lipmann, diese Zeitschr. 191, 442, 1927. * Biochem. J. 24, 
1526, 1930. Mit der gleichen Titration wird auch die Dioxyacetonphosphor 
saure erfaBt (vgl. O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 
1934), so daB der dem alkaliverseifbaren Phosphat entsprechende Betrag 
derselben von der Brenztraubensaure subtrahiert worden ist. — * O. Me yerho/ 
u. D. McEachern, diese Zeitschr. 260, 417, 1933. ' K. Lohmann u. 
O. Meyerhof, ebenda 273, 60, 1934. > Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
179, 243, 1928. 6 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 40, 
1933. 7 O. Meyerhof u. W. Kiessling, ebenda 281, 249, 1935. 

















MW) O. Meyerhot u. W. Kiessling: 


Zw Trennung der Phosphoglycerinsaure und Hexosemonophosphorsiut 
wurden die Rohbariumfallhungen in drei Fraktionen zerlegt. 


1. Fraktion: Falling in kongosaurer Lésung mit '/, Volumen Alkohol. 
2. * Fallung bei demselben py mit 2 Teilen Alkohol. 


3. i Falhing bei py & mit derselben Menge Alkohol. 

Die Fallungen wurden mit Alkohol und Ather getrocknet und gewoge1 
Mit abgewogenen, aliquoten Teilen wurde dann die Hydrolysenkurve aut 
genommen. Die Phosphoglycerinséiuren befinden sich wegen ihrer Schwer 
loslichkeit als schwer hydrolysierbarer Anteil in den beiden ersten Fraktionen 
wo die Hexosemonophosphorsadure beinahe vollstandig in Lésung bleibt. Si 
findet sich in der dritten Fraktion und berechnet sich (als Hmbdei 
Ester) aus dem Hydrolysenwert (Averaschung — 180’). 1,4. Der Betra; 
0.4. ( AvVeraschung —180') mu von dem leicht hydrolysierbaren Anteil al 
vezogen werden. Der leicht hydrolysierbare Rest enthalt die Hexosedi 
phosphorsaure, Triosephosphorsaéure, Phosphobrenztraubensaure und Adeny! 
pyrophosphorsiure, genauer von letzterer °/,), weil auBer den zwei Pyri 
phosphatgruppen nur */, der Phosphorsiuregruppe der Adenylsaiure in 180 
hvdrolysiert werden. Die Bestimmung der Anteile geschah wie in den 
Trichloressigsiurefiltrat selbst. Falls auch Adenylsiure gewonnen werden 
sollte (vgl. unten, Ansatz D), wurde die vorhandene Menge Adenylsaur 
zusammen mit Inosinsiure als Quecksilbersalz in schwach lackmussaure! 
Reaktion gefallt. Die Fallung sowohl wie die Lésung wurde mit Schwefel 
wasserstoff entquecksilbert und wieder in die Bariumsalze zuriickverwandelt 


Kapitel I. Unabhingigkeit der Glucosespaltung von Glutathion. 


Kiirzlich glaubte F’. Geiger! den Widerspruch der Auffassungen ibe: 
den normalen Abbauweg des Kohlenhydrats durch den Nachweis zu 
beseitigen, daB die Milchsaurebildung aus Glykogen iiber Phospho 
glycerinsaure und Brenztraubensaure, diejenige aus Glucose dageget 
ther Methylglyoxal ihren Weg nehmen sollte. DaB aber die Glucose 
spaltung keinen anderen Weg nimmt als die des Glykogens, konnt: 
schon aus fritheren Versuchen geschlossen werden, nach denen sich in 
‘beiden Fallen gleichzeitig mit der Spaltung Hexosediphosphat anreichert 
wobei gerade beim Glucoseumsatz die Harden- Youngsche Gleichung 
nahezu erfiillt ist?. Kin weiterer Beweis liegt darin, da} entgegen der vor 
F’. Geiger vertretenen Ansicht das Co-Fermentsystem in beiden Fallen 
aus Magnesium und Adenylpyrophosphat besteht, wahrend Glutathion 
weder in reduzierter noch in oxydierter Form einen EinfluB hat. Dialy 
siert man aus einem Muskelextrakt Glutathion und Adenylpyrophosphat 
fort, gibt Glucose und Hexokinase hinzu, ferner entweder Glutathion 


Magnesium (Abb. 1, IJ) oder Adenylpyrophosphat + Magnesium 
(111) oder Glutathion — Adenylpyrophosphat + Magnesium (IV) und 
ferner oxydiertes Glutathion + Adenylpyrophosphat + Magnesium (V) 


so wird im Falle (II) keine Milchséiure gebildet, in allen andern 


1 Biochem. J. 29, S11, 1935. 7 O. Meyerhof, diese Zeitsch. L838. 


176, 1927. 
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_— Fallen gleich viel und mit fast derselben Geschwindigkeit. Kleine 
~ Unterschiede der Geschwindigkeit fallen in die Fehlergrenze und legen 

bei verschiedenen Versuchen in verschiedener Richtung. Der in Abb. 1 
wiedergegebene Versuch ist mit Froschmuskelextrakt angestellt, weil es 

dice hier am raschesten gelingt, alle Co-Fermentbestandteile durch Dialyse 
. aut zu entfernen und keine Co-Zymase-ihnliche Substanz im Froschmuskel 
hwei extrakt vorhandenist. Beim 
mae Kaninchenmuskelextrakt min ee 


t. Sie ‘ zi : 300| ; } ar ae 
bedarf es langerer Dialyse | ya 
bide li bic. ws: tate } - 











etra dann aber fiihren die Ver- P64 
| al suche zu demselben Re- ae | 
sedi sultat. 
eny! ¥ : ; | 
Dire Ebenso wie derin Abb. | 
1 80) wiedergegebene manometri | 
pie sche Versuch mit Glucose 
a verlaufen auch  diejenigen | 
aie mit Glykogen und bestatigen 
allie das friiher auf chemischem 
ate) Wege von AK. Lohmann er- 
vefe 
delt haltene Resultat!. So wurde 
mit 0,75 cem 6 Stunden dia 
lvsiertem Kaninchenmuskel- i 
extrakt in einem Ansatz, dei —-——— 
ibe: im Ubrigen ebenso wie der in ‘ 
: ) 60Mir 
A der Abb. 1 wiedergegebene 7” 5OMin 
S att Ree . 
| ausgefiihrt wurde, das _ fol- Abb. 1 Milchsiurebildung aus Glucose (mano- 
wes gende erhalten: Zusatz von metrisch gemessen} 
eve] 02mg Mg und 4mg Gly 100 Minuten dialysierter Froschmuskelextrakt mit 
I Ver - : vi Zusatz von Hexokinase. Je 1 cem Extrakt auf 
‘Ose kogen. ersuchszeit 60 Mi- 9.0 cem (250 emm CO 1 mg Milchsiure. Messung | 
ante nuten, Temperatur 20°. a) di- ohne Beriicksichtigang der Retention). Kurven | 
h it rekt 35 emm CQ,; b) mit bis V mit ie + mg Glucose. 
0.2mg Glutathion 49 emm : =< ohne weiteren Zusatz. 
ert . , an , I] a + 0.3 mg reduziertes Glutathion. | 
CO,; ¢) mit 0,25 mg Ap.-Zu Ill o—o mit 04 mg Ap. + 0,24 mg Mg. | 
juny satz 251 emm CO,; d) mit I\ —t mit 0.3 mg reduziertem Glutathion 
Vol 02mg Glutathion + 0,25mg 04mg Ap. + 024mg Mg. 
\ 959, CO V s—A + mit 0.3 mg oxydiertem Glutathion 
wen sup. «00 CHM 2° 04mg Ap. + 0.24mg Mg. 
. The einsti ng VI O—O statt Glucose 4 mg Glykogen + 0.4 mg 
hion In Uberein timmu ig aa + Kate 
aly hiermit steht, daB in der- 
yhat art:zen Ansatzen, und solehen der Teilreaktionen, wie sie in den fol- 
1i0n genden Kapiteln verwandt sind, nur Spuren von Methylglyoxal nach 
ium weisbar sind, auch in dialysierten Extrakten ohne Glutathion. Das 
und Methylglyoxal betragt héchstens etwa 5°, der in den vollstandigen 
(V) Ansatzen gebildeten Milchsaure. Obendrein wird die Methylglvoxalase. 
lern wie bereits von AK. Lohmann gefunden?, durch Natriumfluorid praktisch 
nicht gehemmt (in unseren jetzigen Versuchen betrug die Hemmung 
S38. 


! Diese Zeitschr. 254, 332, 1932. * Ebenda 262, 152, 1933. 
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selbst durch n/10 NaF héchstens 10 bis 20°,). Da sich nun in Fluorid 
nur Phosphoglycerinsiure, aber keine Vorstufe des Methylglyoxals an 


hauft, so kann die Glykolyse zum ganz iiberwiegenden Teil nicht auf 


diesem Wege vor sich gehen, da sie ja durch eine derartige Fluorid 
konzentration um 100°, gehemmt wird. 


Die scheinbar abweichenden Resultate anderer Autoren sind meist in 
Ansiitzen gefunden, die 12 bis 24 Stunden, manchmal sogar bei 37°, mit 
Kohlenhydrat inkubiert wurden, wobei obendrein noch der Umsatz im 
ganzen, auf gleiche Fermentmengen berechnet, meist erheblich geringer war 
als in unseren eigenen Ansitzen in 15 bis 30 Minuten. Unter diesen Um 
stinden ist reichlich Gelegenheit gegeben zum Zerfall von Dioxyaceton 
phosphorséiure in Methylglyoxal, wobei der Trioseester infolge des Gleich 
gewichts dauernd nachgebildet wird. 

Kapitel Il. Umsatz von Brenztraubensiure mit Glucose in Gegenwart von 
Fluorid. 

Versetzt man einen Muskelextrakt, der Glucose und Hexokinase 
enthalt, mit 3.102 mol. NaF, so wird die Milchsaurebildung voll- 
standig gehemmt, wahrend 
35 — Sh a a a manchmal noch eine — ge- 

parmnget | wisse Phosphatveresterung 
stattfindet, die aber stets viel 
t—>Brenzte i WV  geringer ist als in Abwesenheit 


7 / 37 ~von Fluorid. Gibt man an- 


} JO 5 
: / # pana ieee | | ms e = 
Sr dererseits zu dem mit Fiuo- 
20} | rid versetzten Muskelextrakt 
| Brenztraubensaure, so bildet 
‘5+-— sich ein wenig Milchsaure, je 
| nach dem Gehalt des Extrakts 


an praformiertem  Kohlen- 





hydrat. Bei gleichzeitigem 
5} Zusatz von Glucose und Brenz- 


traubensaure wird dagegen in 
Sn oe seals _ wenigen Minuten eine erheb 
; liche Menge Milchsaiure  ge- 
Abb. 2. Kohlenhydratumsatz in fluorid : ° ye 
versetztem Extrakt aus Acetonpulver. bildet,wobeidie Brenztrauben- 
40 mg Pulver, Zusatz von Glucose und Brenz- 


traubensiure (die Pfeile links geben den sdure verschwindet und eine 


Anfangsgehalt von Brenztraubensiure und yerade ivale > nee 
anorganischem Phosphat an). Umsatz in gerade mqaes alente Me me 
10-° mol. Phosphat verestert und in 
| @—e Milchsiurebildung. thee eedeciveietaes Boo 
If X—X Brenztraubensiureabnahme. schwer Nyarotysierbare orm 
lil O—0O Bildung von schwer hydrolysier- iiberfiihrt wird. Bei genii- 
barem Ester. : 
IV o—o Abnahme des anorganischen gendem Gehalt an Adenyl- 
Phosphats. ; F . “ 
—+ Milchséurebildung mit Brenz- pyrophosphat bleibt die Re- 
mei traubensiure ohne Glucose. aktion — erst stehen, wenn 
Die Umsitze sind iquimolekular, ent- ‘ sia . 
sprechend der Gleichung (7). Der Umsatz einer der Teilhaber des Um- 


bleibt stehen, wenn die Brenztraubensiéure 


nabeew Werechuenniin ini satzes nahezu verbraucht ist, 
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also entweder die Glucose, die Brenztraubensaiure oder das anorganische 
Phosphat. Dabei ist zunichst die Geschwindigkeit der Reaktion 
noch erheblich gréBer als die der Milchséurebildung aus Glucose im 
gleichen Extrakt ohne Fluorid. Der sich hier abspielende Vorgang ist 
derjenige der Gleichung (7). Wie genau die Gleichung erfiillt ist, sieht 
man aus Abb. 2 und Tabelle [B. Der Versuch der Abb. 2 ist mit Extrakt 
aus Acetonpulver angestellt. In frischen Extrakten entsteht 6fters zu- 
satzlich Hexosediphosphat, dasdann auch in Milchsaure gespalten werden 
kann, weil n/30 Fluorid die Milchsaéurebildung aus Hexosediphosphat 
nur zu etwa 80°, hemmt. Aus einer gréBeren Zahl gleichartiger Versuche 
sind zwei typische Versuchsserien mit frischem Extrakt (E) und Extrakt 


10*nol| 


25} 





| n 
-—= Phosph u Brenztr 





0 1 20 JO 40 50 60Min 


\bb. 3. Vergleich der spontanen Milchsiurebildung aus Kohlenhydrat mit der Milchsiurebildung 
aus Brenztraubensiure in Gegenwart von Fluorid und Kohlenhydrat. 
( msitze pro 1 cem frischem Kaninchenmuskelextrakt. Ausgezogene Kurven: Milchsiurebildung 
Gestrichelte Kurven: Verbrauch des anorganischen Phosphats 
| @e—e ohne Fluorid. Milchsiurebildung aus 3,6 mg Glucose und Hexokinase. 
Il o o Milchsiurebildung aus 3,6 mg Glykogen, ohne Hexokinase (ohne Glykogen 
ist die Milchsiurebildung Null und nicht eingezeichnet). 
Ill —_— und Illa ---- Milchsiurebildung und Phosphatveresterung mit 
3: 10-2 Nak, Brenztraubensiure und Glucose (Anfangsgehalt von Brenz 
traubensiiure und Phosphat 22,5.10-° mol.). 
IV o—o. IVa O----0 ebenso. Brenztraubensiure und Glykogen 
Man sieht, dah mit Glykogen zusiitzliche P-Veresterung stattfindet 





aus Acetonpulver (P) in Tabelle LA und B wiedergegeben. Man sieht 
zunachst in Versuch 2a und ec, wie die Geschwindigkeit der Milchsaure- 
hildung die Glykolvsegeschwindigkeit in Abwesenheit von Fluorid in 
der Anfangszeit (2 Minuten) iibertrifft. Die Versuchsdaten der Tabellel A 
sind ausgerechnet auf je lecem frischen Extrakt (2cem Gesamtvolumen) 
heziehungsweise 40 mg Acetonpulver, die etwa | ccm Extrakt entsprechen. 
Aus den Kontrollen geht hervor, daB mit Glucose und Fluorid ohne 
Brenztraubensaure (Versuch la) die Milehséurebildung Null ist und 
ferner sehr klein mit Brenztraubenséure und Fluorid ohne Glucose, 
besonders in dem Pulverextrakt (Versuch 3a, 4a) wegen seines niedrigen 
Gehalts an praformiertem Kohlenhydrat. Besonders wichtig ist det 
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in Versuch +b und ¢ wiedergegebene Vergleich des Umsatzes mit ver- 
schiedenen Mengen anorganischen Phosphats. Es ergibt sich daraus, dali 
nicht nur die Milchséurebildung, sondern auch der Umfang der Vei 
esterung ganz unabhangig ist von der Menge zugesetzten anorganischen 
Phosphats und in beiden Fallen vollkommen genau der Gleichung (7) 
gehorcht, obgleich in Versuch 4b das anorganische Phosphat am Sehluls 
fast vollstandig verestert ist und in 4e nur etwas iiber die Halfte. In 
Tabelle 1B ist fiir die vollstandigen Versuche, die der Reaktion (7) ent 
sprechen, der Umsatz in Mol berechnet. Besonders in den Versuchen mit 
Pulverextrakt (3 und 4) ist entsprechend der Gleichung (7) sehr genau 
Mol. Milehsaurebildung Mol. Brenztraubensaéureschwund = Mol 


T 2s] nT Abb. 4. Milchsdurebildung und Phosphatveresterung 


En) 


o/ ressie beim Umsatz von Brenztraubensiure und Phospho- 
pe D Va ‘ . 

] at brenztraubensiure in Gegenwart von NaF. Pro cem 

frischen Kaninchenmuskelextrakts. Ausgezogene 


Linie: Milehsiurebildung. Gestrichelte Linie: P-Ver 

esterung. Die Pfeile links geben den Anfangsgehalt 

von Brenztraubensiiure, Phosphobrenztraubensiiurs 
und anorganischem Phosphat an. 


| +—— - Milchsiurebildung aus Brenztrauben 
siure allein. 
Il o——o und Ilao----o Michsiurebildung und 


P-Veresterung mit Brenztraubensiure 
und Glucose (der Umsatz fallt schon 
nach 5 Minuten ab wegen fast voll- 
stindiger Veresterung des priformier- 
ten Phosphats). 


ltl O——O aus Brenztraubensiure und e-Glycerin- 
phosphorsiure. 
1\ ae und IVa X---- Milehsthurebildung 





und Phosphatveresterung aus Phospho 
brenztraubensiure und Glucose (hie 
wird voriibergehend anorganisches 
Phosphat abgespalten) 


~ 


—— z ry, - Dn My, 
0 5 C fv) 20Min 


P-Veresterung = Mol. schwer hydrolysierbarer Ester (Phosphoglycerin- 
sdure). In frischen Extrakten gibt es dazu manchmal eine iiberschiissige 
Milchsaurebildung (Versuch 2c), die nicht aus der Brenztraubensaure, 
sondern aus zusitzlich verestertem Kohlenhydrat stammt. Wird dic 
Konzentration von Natriumfluorid, Adenylpyrophosphat, Glucose und 
Brenztraubensaure verandert, so ist dies innerhalb gewisser Grenzen auf 
die Geschwindigkeiten ohne EinfluB, und der Umsatz geht meist so 
lange, bis die Hauptmenge des in geringster Konzentration anwesenden 
ReaktionsteilInehmers verbraucht ist. Bei Weglassung der Hexokinase 
kommt dagegen genau so wie bei ungehemmter Milchsaurebildung aus 
Glucose kein Umsatz zustande, wahrend bei Glykogen die Hexokinase 
entbehrlich ist. 

Auf Abb. 4 ist die Geschwindigkeit der Milchsaurebildung in den 
ersten 15 Minuten verglichen fiir Brenztraubensaure allein, Brenz- 
traubensaure -+- %-Glycerinphosphorsaure, Brenztraubensaure —- Glucose 
und Phosphobrenztraubenséiure +- Glucose in frischem, fluoridhaltigen 
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Tabelle LA. Umsatzgleichung (7) pro cem Enzymlésung. 











@ = mg Brenz- 
= trauben- me PLO 
~ rs siiure 
ei = Po! : Ver- = ng ‘ 
Nr Datum Ee a i = suchs s Milch ‘9 » 1s | 
4 x uo ae zeit N = siure = © Ae S 
st ZA E sx jin Min. & z gebildet 34% “a¢ 
r-1-¥ N = = = so; © | &e" 
& = N S NS © te on Be | 
“ = = BE, ° g2¢ 
1935 = x - ' oS | 
ia «66. VIL OE | OB 15 60 0 0 1.15 0,48 
0 5 1,84 036 O25 115 012 | 
b 3 — |Q 60 0.71 OAS 0) 
P 3 45 5 (184 1,07 116 1,15 0,81 
15 135 1,42 1,07 | 
60 135 1,77 1.08 
2a 17. Vil.| E 0 O05 15 2 0 036 1.65 
10 1,02 
30 1,95 | 
hy 58 i005. 10 2 12.65 0 0,11 1,65 0 i 
30 0,21 071 0 
¢ 3 105 | 45 2 265 0,5 1.0 1,65 O48 | 
10 1.0 157 0.85 
30 1.43 1,90 1,18 
3a | 12. IX. P 5 10,371 0 15 |'243,0,16 0185 2.35 0 O15 
b 5 | 0,371 9 8 248 0,83 O89 2.35 0,77. 081 
15 197 215 1,85 1,70 
45 2,08 223 1,95 1,80 
4a 14. IX. P 5 (087/10 90 243 025 O18 2.35 018 0.21 
_ an ae ‘ _ i 
b 5 0.87! 9 15 (248/214 2% 2.35 | 1,93 | 1,67 
9) 2,17 | 2,34 2,05 1,80 
( D 10,87) 9 15 2.43 217)! 23.20 3,60 1,89 1,75 
90) 2.19 233 1,05 1.85 
Tabelle IB. Mol. Umsatz. 
10 Mol 
Nr Extrakt Zeit in Min. “e Se » 
poe bi bi ne Milchsiure Phosphat hwer 
aubensaure : ’ hydrolysier 
gcebildet verestert ; 


geschwunden barer Ester 


le ki 5 12,2 12.) 114 


15 15.3 15,8 15,1 
2¢ ) 2 5,7 11,1 6.8 
10 113 17,5 12.0 
30 16, 21,1 16.6 
3b 4 3 95 99 10,8 11,4 
15 22,4 23.9 26.0 24.0 
4h P 15 244 26.6 27,2 23.5 
“ 15 247 244 26.6 24.7 
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Extrakt (alles mit Hexokinase). Der starke Abfall der Geschwindigkei 
der im Falle von Brenztraubenséure + Glucose schon nach 5 Minute: 
eintritt, hangt damit zusammen, daB dann schon das anorganisch 
Phosphat fast vollstandig verschwunden ist und drei Viertel der zu 
gesetzten Brenztraubensiure. Fiihrt man denselben Vergleich mit 
Extrakt aus Acetonpulver aus, so ist die Milchséiurebildung aus Brenyz 
traubensaure -+- x-Glycerinphosphorsaure nahezu Null, dagegen dir 
jenige mit Glucose unverandert. Hieraus geht hervor, dab beid: 
Reaktionen zum Teil an verschiedene Enzymsysteme gebunden sind 


Aufarbeitung eines Ansatzes (A) (entspricht Versuch 5, Tabelle I). 


Brenztraubensaure Glucose Hexosekinase m/20 NaF. 
Scem Extrakt aus 0,65 g¢ Acetonpulver (Kaninchenmuskel) 1.5 ce 
5,2°% iges Natriumbicarbonat + 2,4ceem m/10 Na-Phosphat (pq 7.4 
1,2 cem Adenylpyrophosphat (6 mg Ap.) 1,6ceem mol. NaF + 8 cen 
Hexokinase wurden zu 4,8 cem m/I10 brenztraubensaurem Natriun 
2.4ccm 6°%>oiger Glucose 2,4cem H,O gegeben und bei 20° 15 und 


45 Minuten inkubiert. Nach EnteiweiBung mit 40°,iger Trichloressig 
siure und Abnahme eines aliquoten Teiles zur direkten Aufnahme de: 
Hydrolysenkurve und zur Milchsiurebestimmung, wurde mit 25 °,igen 
Bariumacetat im UberschuB versetzt und bei pu 8 mit 3 Teilen Alkoho 
gefallt. Die Fraktionierung der Rohfalhing erfolgte dann in der angegebene 
Weise. Aufgearbeitet wurde nur der Versuch mit 15 Minuten, weil nac! 
dieser Zeit die Reaktion schon beendet war. In der Tabelle sind die Anteil: 
der verschiedenen Ester in den einzelnen Fraktionen und auBerdem dix 
Anteile angefiihrt, die aus der direkten Aufnahme der Hydrolysenkurv: 
berechnet wurden. Die praformierten Mengen sind aus den Hydrolysen 
werten eines Parallelversuchs eingesetzt. Danach wurde auch die Milch 
siurebildung berechnet. Alle Werte sind aut den Gesamtansatz um 
gerechnet. 


Die Gesamtanalyse ergibt aiso 30,5mg Milchséure (0,34. 10-° mol.), 
30,0 mg P,O, als Phosphoglycerinséure (0,43 . 10°-* mol.), wahrend Hexos« 
diphosphat (14,5 mg P,O; gegen 13,5 mg Anfangswert) praktisch unverandert 
geblieben ist. Die Bildung der Phosphoglycerinsiure ist auf Kosten ce 
anorganischen Phosphats erfolgt, das um 29 mg P,O,; abgenommen hat. 


Tabelle zu Ansatz A. 





mg P,9 
rs > Fr: 9 Py vor der Anfangs-  Milch 
— " a e ant Pred ,  Frak- werte siiure 
eg tion. berechnet bilduns 
Anorganisches Phosphat Ly 1,0 3.4 6,1 $4 37,5 
lriosephosphat . . . . 0,6 1,3 0,2 2,1 3,0 
Hexosediphosphat . . . 6,8 3,1 2,2 12,1 13,2 13,5 
Hexosemonophosphat . . 1.3 13 logs 
Phosphoglycerinsiure . 29,3 3,7 | a 30. 
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Kapitel If. Umsatz von Brenztraubensiure mit Glykogen in Gegenwart von 
Fluorid. 

Die Milchsaurebildung aus Brenztraubensaure in Gegenwart von 
Glykogen ist um ebensoviel langsamer als in Gegenwart von Glucose, 
wie die ungehemmte Milchséurebildung aus Glykogen langsamer ist 
ils aus Glucose +- Hexokinase. Dabei fallt die Geschwindigkeit oft ab, 
wenn erst ein Teil der Brenztraubensaéure verschwunden ist. Dies liegt 


daran, daB bei Glykogen eine zusatzliche Veresterung stattfindet, indem 


nicht nur ein entsprechender Teil der Hexoseaquivalente zu Phospho 
ylycerinsaure oxydiert wird, sondern ein weiterer zu Hexosediphosphat 
wird, wobei sich das anorganische Phosphat rascher erschépft. Die 
starke Anhaufung von Hexosediphosphat hat weiter zur Folge, dab 
hieraus eine gewisse Menge Milchsdéure langsam entstehen kann, ohne 
entsprechenden Brenztraubensaureschwund. Als ein Beispiel ist in 
Tabelle Il ein Versuch mit frischem Extrakt wiedergegeben, wo det 
Brenztraubensaureumsatz mit Glykogen und Glucose verglichen ist, und 
ferner auch die ungehemmte Milchsaurebildung aus beiden, vgl. auch 
Abb. 3. Aus den letzten Spalten ergibt sich, dab mit Glykogen erheblich 
mehr Phosphataquivalente verestern als Brenztraubensiuremolekile 
verschwinden, und daB auch die Milchséurebildung den Brenztrauben 
siureschwund weit mehr iibertrifft als in Gegenwart von Glucose, 
wobei iibrigens die Natriumfluoridkonzentration ohne EinfluB ist 
(vel. Tabelle Ife und f). 


Tabelle IT. Milchsaurebildung aus Brenztraubensaure in Gegen- 


wart von Glykogen und Glucose pro leem Extrakt. 








‘ J sg = mg P, 0; Umsatz 10-6 mol 
=i > 2 £ mg Brenz- — 
z Ss rane > traubensaure — s aS 
lie ci | = S 5 nn 
ss en | ™ | 2 ee 8 ia: 
wl ha fs ig |i 3 az £3 
a~ 5 Tt. ‘S au 
a 0 60 . — 0 
b 0 3 ‘fr. 3,6 |! 0 0,23 
15 - 0.62 
60 a 2,35 
¢ 0 15 Glyk. 48 0 0,24 
60 % 0.84 
d 3 3 Tr. 36 20 060 § O81 156 058 69 90), 82 
65 15 - 3,6 || 2,0 1,82 1,55 1,07 || 15,1 | 17,1 | 21,7 
60 - 36 || 2,0 1,51 1.57 1.24, 172 17,3 | 220 
e| 8 3 Glyk. 48 20 032 046 156 060 36 51 85 
15 15 ‘i 2.0 1,99 1,09 1.12 | 11,4 | 12,1 | 15,8 
60 “ 1,27 1,46 150 14,5 16.2 21,1 
f 8 15 . 48 20 069 0,85) 1,56 | 1,0 78; 95 14,1 
60 - 48 20 1,15 1,60 148 13,2 17.8 21,0 


Biochemische Zeitschrift Band 283. 
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Der Unterschied in der Geschwindigkeit der Brenztraubensdure 


reduktion, je nachdem ob Glucose oder Glykogen als Phosphatakzepto 


dient, bildet eine Analogie zum Verhalten der Phosphobrenztrauben 
siurevergarung im Hefemazerationssaft. Es besteht bei Glykogen 
zusatz in beiden Fallen eine Tendenz zu zusatzlicher Bildung von Hexos 
diphosphat. Dies liegt dem Tatbestand zugrunde, daB beim Glykogen 
umsatz in der Garung wie bei der Milchsaurebildung oft mehr Hexos: 
diphosphat entsteht als der Harden- Youngschen Gleichung entspricht 


Ansatz (B) (Versuch vom 14, September 1935). 


Glykogen Brenztraubensaure + n/20 NaF. Scem Extrakt au 
0,65 g Muskelpulver 12cem 5,2°,iges Bicarbonat 1,.2cem Adeny! 
pyrophosphat (6 mg Ap.) 16eem mol. Nak 4,8cem m/lO Na 
Phosphat wurden zu 4,8 cem m/10 brenztraubensaurem Na 3,2 cer 
3° igem Glykogen 7,2 cem H,O gegeben und 15 und 90 Minute: 


bei 20° inkubiert. Aufarbeitung wie bei Ansatz A. Im Gegensatz zu Glucos: 
ist bei Glykogen nach 15 Minuten die Milchsiurebildung nicht zu Enc: 
In der Tabelle sind deshalb die Werte fiir beide Zeiten angegeben. 

Im Glykogenversuch B ist in dem ersten Abschnitt (15 Minuten) in 


wesentlichen auch nur Phosphoglycerinséure auf Kosten des anorganischen 


Phosphats entstanden, in der zweiten Zeit aber (90 Minuten) dazu noc! 


Tabelle zu Ansatz B. 





mg P.O; 


: : : ) , fangs- Mil 
1.Frak- 2.Frak- 3.Frak- zu- Vor der Anfangs-!) M 
° . Frak- werte shure 
tion tion tion sammen 


Zeit 15 Minuten: 


\norganisches Phosphat 4.0 3.2 18,0 25,2 30,2 57,5 

Adenylpyrophosphat. . . = 1,1 1,1 1,0 

Triosephosphorsaure . . . 0 — 0.5 0,5 By 

Hexosediphosphorsiure . 4,9 2,1 2,9 9,9 10,2 12,8 

Hexosemonophosphorsaure 2.6 2,6 | ait mie 

Phosphoglycerinsaure . . 17,2 21 19,3 | me me 
58.6 1,3 


Zeit 90 Minuten: 


\norganisches Phosphat . 2,0 0),7 5,7 8.4 8,7 57,5 
Adenylpyrophosphat . . 1,0 1,0 0,8 
Triosephosphorsaure . . 1,0 1,9 3,6 
Hexosediphosphorsiure 5.0 | 11,9 2,9 19,8 226 12.8 
Hexosemonophosphorsaure 6,1 6,1 res _ 
Phosphoglycerinsiure . . 18,1 6,4 24.5 | me id 


tion. berechnet) bildung 
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eine erhebliche Menge Hexosediphosphorsiure und Hexosemonophosphor- 
siure, und zwar sind hier bei einem Schwund von 48 mg P,O, anorganischen 
Phosphats, neben etwa 25mg Phosphoglycerinsiure-P,O, noch 18 mg P.O; 
Hexosephosphorsaure (einschlieBlich Triosephosphorsiure) hinzugekommen. 
Die Milchséiurebildung entspricht 0,36. 10-> mol., dem eine etwa gleiche 
Menge Phosphoglycerinsiure gegeniibersteht. 


Kapitel IV. Umsatz von Phosphobrenztraubensiure mit Glucose in Gegen- 
wart von Natriumfluorid oder Jodessigsiure. 


Bei Gegenwart von Glucose reagiert Phosphobrenztraubensaure 
in Fluorid nach der Gleichung (11). AuBer der Reduktion der Brenz- 
traubensaure zu Milchsaure unter Veresterung und Oxydation des 
Zuckers zu Phosphoglycerinsiure spielt sich hier eine zweite, unabhangige 
Reaktion ab, die Umesterung des Phosphats von der Phosphobrenz 
traubensadure auf ein zweites Zuckermolekiil unter Bildung von Hexose 
diphosphat (und Hexosemonophosphat). Wir stoBen hier wie bei 
der Garung auf diejenige Reaktion, die der Harden- Youngschen Be 
ziehung zugrunde liegt: AuBer dem zu Phosphoglycerinséure weiter 
reagierenden Zuckermolekiil wird ein zweites verestert, das als Hexose- 
diphosphat legen bleibt. Da dies erst mit Phosphobrenztraubensaure, 
nicht aber schon mit Brenztraubensaure selbst der Fall ist. sehen wir. 
daB es die Umesterung der Phosphobrenztraubensaure ist, die fiir die 
Phosphoryvlierung des zusatzlichen Zuckermolekiils verantwortlich ist. 
Trotzdem erscheint es auf Grund der im folgenden beschriebenen Beob- 
achtungen nicht zwingend, wie es von uns kiirzlich bei den analogen 
Garungsreaktionen angenommen wurde, das umgeesterte Phosphat fiir 
das Hexosediphosphat verantwortlich zu machen und das neu ver- 
esterte Phosphat fiir die Phosphoglycerinséure: denn da im Muskel- 
extrakt, wie in Kapitel V gezeigt wird, Hexosediphosphat mit Brenz 
traubensaure in Fluorid glatt zu Phosphoglycerinséure und Milehsaure 
dismutiert wird, kann die Bildung von Hexosediphosphat bei der Um- 
esterung der Phosphobrenztraubensaure in Jodessigsiure darauf bezogen 
werden, daB durch Jodessigsiure die Oxydoreduktion gehemmt ist: 
andererseits kann das Fehlen des Hexosediphosphats bei der Reaktion 
von Brenztraubensaéure mit Glucose in Fluorid dahin gedeutet werden, 
daB die Reaktion hier iiber die Stufe des Hexosediphosphats fort- 
geschritten ist oder auch, daB es gar nicht erst zur Bildung der stabilen 
Hexosediphosphorsaure kommt. 


Die Geschwindigkeit der Milehsaurebildung nach Gleichung (11) 


ist meist etwas geringer als nach Gleichung (7), wenn auch noch immer 


so rasch wie die ungehemmte Milchsaurebildung aus Glucose. Dabei 
zerfallt die Phosphobrenztraubensaure selbst auBerordentlich rasch und 
ist schon in der ersten MeBperiode (2 oder 5 Minuten) fast vollig auf 


* 
‘ 
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gespalten. Dann ist die Hauptmenge von ihr voriibergehend als frei: 
Brenztraubensdure vorhanden und es muB andere Griinde haben 
warum der Umsatz dann nicht so rasch erfolgt wie bei zugesetzt« 
Brenztraubensaure. Auch lauft der Verbrauch des anorganische: 
Phosphats der Reduktion der Brenztraubensaure zu Milchsaure nicht 
immer genau parallel, vielmehr steigt in der ersten Zeit das ,.direkt 
bestimmbare’’ Phosphat! etwas an und wird erst nachtraglich vei 
estert (Tabelle IIT, Versuch Lb und 3b), vgl. auch Abb. 4. Méglicherweis: 
beruht dies auf intermediarer Umesterung zu Kreatinphosphorsaure, di: 
wie es scheint, in dialysiertem Extrakt, die Phosphatveresterung de) 
Milchsaurebildung besser parallel lauft (Versuch 2¢). Erst wenn de: 
Hauptteil der Phosphobrenztraubensdure zu Milchsdéure reduziert ist 
ergibt sich eine klare stéchiometrische Beziehung, nach der pro Mol 
gebildeter Milchsaure, auBer dem umgeesterten Mol Phosphorsaure 
noch ein zweites verestert ist, wobei 1 Mol Phosphoglycerinséure und 
'’, Mol Hexosediphosphat entstanden sind. 


Von den drei, in Tabelle IL] wiedergegebenen Versuchsreihen 
ist Versuch | mit frischem Extrakt, Versuch 2 mit dialysiertem Extrakt 
mit und ohne Zusatz von Kreatin und Versuch 3 mit Pulverextrakt aus 
gefiihrt. In dem Versuchsansatz 1 ¢ ist statt Glucose Glykogen verwanat 
die Milchsaurebildung ist, wie in den Versuchen des Kapitel IIT ent 
sprechend verlangsamt. Aus den Kontrollansatzen (Versuch La, 2a, 3a) 
ergibt sich, daB ohne Zucker die Phosphobrenztraubensaure nur in 
Phosphorséure und Brenztraubensiure zeifallt. Fiir zwei vollstandige 
Ansatze (Versuch 2c und 3b) ist in Tabelle IIB der molare Umsatz 
berechnet. Aus dem Umstand, da voriibergehend mehr oder wenige1 
freie Brenztraubensaure auftritt, ergibt sich genau wie bei der Garung, 
daB nicht die ganze Gleichung (11) véllig synchron verlauft: doch ist 
wenigstens in Abwesenheit von Kreatin das aus der Phosphobrenztrauben 
siure abgespaltene Phosphat nicht als freies Phosphat nachweisbar 
sondern bereits auf Hexose umgeestert, ehe die Reduktion der Brenz 
traubensiure zu Milchsiure unter Bildung von Phosphoglycerinsaure 
abgeschlossen ist (man sieht dies besonders in Versuch 2c, wo nach 
2 Minuten 80 bis 90°, der vorhandenen Phosphobrenztraubensaure zu 
Brenztraubenséure aufgespalten ist, wahrend die Milchsaurebildung 
gerade begonnen hat und gleichwohl kein anorganisches Phosphat auf 
getreten, sondern bereits etwas verestert ist; ferner sind in diesem 
Versuch etwas mehr Milchsdéureiquivalente entstanden als Brenz- 
traubensdiureaiquivalente verschwunden. Diese Extramilchsdéure mub 
aus dem Hexosediphosphat herriihren). 


! K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 
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Tabelle IIIB. Molarer Umsatz. 





10-6 mol 


To Phospho- ae Schwer ? 
Xr Ze it Sonics Brenz- . ) nudeniy Hexosedi 
in Min reco trauben- Milchsiiure Phosphat fonhasae | phosphat* 
auben- ~ ene é sierbarer 
siure ge- siure gebildet verestert Ester entatande 1 
schwunden vorhanden entstanden ie) 
2c 2 11,8 11,6 3,3 34 
10 13,1 3,7 14,7 11,7 
60 14,2 1.6 16,7 15,5 
3h 5 16.8 79 (— 3,7) a8 45 
15 26,9 14.6 40 13.4 13,4 
60 32.7 0,5 30.8 37 33,0 24.6 


EinsehlieBblich Dioxyacetonphosphat 


Aufarbeitung eines Ansatzes (C) (Versuch vom 19. September 1935). 
Phosphobrenztraubenséure +- Glucose Hexokinase + m/20 NaF. 


Seem Extrakt aus 0,65 g Muskelpulver 16cem 5,2°%,iges Natrium 


bicarbonat 3,6cem m/10 Phosphat -- 1,2 cem Adenylpyrophosphat 


+ 1,6cem mol. NaF wurden mit 8,0 cem Hexokinase 4,8 cem phospho 
brenztraubensaurem Natrium (36,0 mg P,O;) + 2,4 cem 6°, iger Ghuicos 
0,8 com H,O 60 Minuten bei 20° belassen. Aufarbeitung wie bei A und 1 


Der Wert der Hexosediphosphorsaéure diirfte wegen noch vorhandenen 


Adenylpyrophosphats etwas zu hoch sein. 


Tabelle zu C. 


mg P20; 


1.Frak- 2.Frak- 3.Frak- Zu Vorder Anfange- pen 
tion tion tion sammen Frak- werte 
tion. berechnet 

Anorganisches Phosphat 1,4 0,6 12,1 14,1 14.5 53,5 
Triosephosphat 5 cp cet 1,2 1,8 0.5 3,5 4.5 
Hexosediphosphat 5,1 Bey 45 | 203 22.4 15,0 
Hexosemonophosphat 8.0 8,0 
Phosphoglycerinsiure . . 8,6 11,4 20,9 . 22,2 30,0 34,2 
Phosphobrenztranbensaure 2.4 8,1 10.5 | 110 36,0 


76.4 82.5 


Der Ansatz C gibt ein weniger klares Bild als die beiden vorhergehenden. 
weil der Umsatz unvollstindig ist. Von 36 mg P,O;-Phosphobrenztrauben 
siure sind am Schlu8 noch 11 mg P,O; vorhanden, weil der Enzymextrakt 
nicht aktiv genug war. Fiir 25mg P,O; umgesetzter Phosphobrenztrauben 
siure (0,35 .10-° mol.) sind 34 mg Milchséure gefunden (0,38 . 10-°).. Neber 
20 mg P,O,;-Phosphoglycerinsiure sind noch etwa 28 mg P,O; Hexose 
phosphorsaure aufgetreten. 


Die Zusammensetzung der Reaktion (11) aus den beiden Gleichungen 
(7) und (9) ergibt sich besonders deutlich daraus, daf}Ss man die Oxydo 
reduktion (7) durch Jodessigséure verhindern kann. Dann bleibt die ab 
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gespaltene Brenztraubensaure unverandert; wahrend aber in Abwesen- 
heit von Zucker eine annahernd aquivalente Menge freien Phosphats 
iuftritt, wird in Anwesenheit von Zucker das ganze Phosphat zu Hexose- 
diphosphat verestert, obendrein wird die Aufspaltung der Phospho- 
brenztraubensaure dadurch beschleunigt, wenn auch vielleicht nicht 
in gleichem Mabe, wie es kiirzlich fiir den Hefeextrakt beschrieben ist!. 
Kin soleher Versuch ist in Tabelle IV wiedergegeben. Der an Stelle der 


Tabelle IV. Umsatz von Phosphobrenztraubensaure mit Glucose 
in Gegenwart von Jodessigsaure. 
1: 600 Jodessigsiure wahrend 60 Minuten.) Pro Ansatz 40mg Acetonpulver 
leem Extrakt 0,35 mg Ap. 





mg P.O, entstanden 10-6 mol. 
Phosphobrenz- : 
traubensiure als 
mg Brenz- 





. S traubensiiure ‘ 
: 3 Z 
= ‘o 3 
- % Zusatz Schwund x 
9 45 2.87 2.69 O17 2.77 044 265 326 365 374 


veschwundenen Phosphobrenztraubensaiure aufgetretene leicht hydro- 
lvsierbare Ester ist als Hexosediphosphat bezeichnet: er enthalt, wie 
stets, einen Anteil Dioxyacetonphosphorsaure. Berechnete man aus 
dieser die Gesamtmenge des Esters (Hexosediphosphat LDioxvaceton- 
phosphat), so wiirde sie etwas geringer ausfallen (1,75 mg P,O, statt 
2.65 mg). Es ist jedoch méglich, daB ein Teil der Dioxyacetonphosphor- 
saure nachtraglich durch Nebenreaktionen verschwunden ist. Mége nun 
die hier noch aufgetretene Milchséure auf dem Wege iiber Methyl- 
glyoxal entstanden sein oder auf andere Weise, so ist sie jedenfalls 
auBerordentlich geringfiigig und beeintrachtigt nicht die in der 
Gleichung (7) zum Ausdruck gebrachte stéchiometrische Beziehung. 


Kapitel V. Umsatz von Brenztraubensiiure in Gegenwart von Hexosediphosphat. 

In mit Fluorid versetztem Hefemazerationssaft wird Hexose 
diphosphat im Gegensatz zu freiem Zucker durch Acetaldehyd nur 
schwach angegriffen, so daB nur wenig Alkohol gebildet wird und etwas 
weniger %-Glycerinphosphorséure und mehr Phosphoglycerinsaure 
entsteht als ohne Acetaldehyd bei unveranderter Umsatzgeschwindigkeit. 
Anders wird dies erst nach Arseniatzusatz*. In fluoridversetztem 


1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 281, 249, 1935. 2 Dic 
selben, ebenda 267, 313, insbes. 324, 1933; O. Meyerhof, ebenda 273, 80, 
1934. 
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Muskelextrakt geht dagegen die analoge Reaktion zwischen Hexox« 
diphosphorsaure und Brenztraubensaure in starkerem Umfang vor sich 
indem dabei so viel Brenztraubenséure zu Milchséure reduziert wird ! 
daB die Hexosediphosphorsiure einseitig zu  Phosphoglycerinsaur 
oxydiert wird. Gleichzeitig wird dabei die Umlagerung in schwe 
hydrolysierbaren Ester beschleunigt, so daB unter diesen Umstanden di: 
Milchsdure rascher gebildet wird als ohne Fluoridzusatz direkt au- 
Hexosediphosphorsaure. Ja, diese Milchsdéurebildung ist kaum lang 
samer als mit Glucose und Hexosemonophosphat. Drei solehe Versuch« 
sind in Tabelle V wiedergegeben. Aus Versuch 2a und b ersieht man 
daB die genau halftige Bildung von «-Glycerinphosphorséure und 
Phosphoglycerinsaure durch Zusatz von Brenztraubensaure einseitiy 


Tabelle VA. Umsatz von Brenztraubensaure mit Hexosedi- 
phosphat in Gegenwart von NaF [Gleichung (14)]. 


Je lecm Extrakt aus Acetonpulver (40 mg) mit 0,3 mg Ap.-Zusatz. 














mg P.O; 2 
= s mg Brenz- = 
i = traubensiure w 
Nr. Datam L = 4 
. N Zusatz Schwund S a 
1935 A = 
la | 18. IX. 0) 15 2,0 0 - 0,66 + 0,23 
45 078 +028 
b 5 45 | 0 2,36 018 0,11 —0,06 
5 15 2,0 0 0 -0,08 0.55 
5 45 2,0 0,02 0.13 0.68 
d 5 15 2.0 2,36 0,77 1,08 0,27 0,92 
45 2,0 2,36 1.08 1,36 0,338 1,14 
2a/28.1X.| 4 | 80 19 | 0 094 —010 116 | 06s 
4 100 1,9 0 0,06 — 0,25 1,46 0,96 
b 4 30 1,9 2,22 1,51 163 —0,22 1,29 | 0 
4 100 1,9 || 2,22 195 2,00 0,38 1,65 0 
€ 0 30 1,9 0 0 074 +0,50 0.55 
0 100 1,9 102 +069 062 
ga jj 14. X 4 5 2,2 2,22 1,00 106 —0,05 0.70 
4 15 2,2 2,22 1,28 1.33 0,05 080 
4 60 2.2 || 222 1,70 1,82 0,15 | 1,22 
b 4 5 a2 0 0 0 0 0.70 
4 15 0 — 0,95 | 084 
4 60 0 015 | 120 


Aus einer soeben erschienenen Arbeit von Dische, diese Zeitschr. 280, 
248, 1935, entnehmen wir, daB er die Reduktion von Brenztraubensaur: 
zu Milchsiure in Gegenwart von Hexosediphosphat und NaF ebenfalls 
beobachtet hat, und zwar im hamolysierten Blut und im Brei aus Ratten 
muskeln. 
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Tabelle VB. Molarer Umsatz. 


Mol . 10-°. 





Krenztrauben- Davon 
; siure Milch Zusatz Schwer 
. Zeit Hexose- ~tns ; 
Nr. in Min “a oebildet diphosphat- — Glycerin- —§ Phosphoe 
Zusatz Ver- a Aquivalent* sad Neca phosphor-  glycerir 
brauch P 
saure saure 
1d 15 27 8.8 12.0 28 13.0 
45 12,2 14.0 28 16,1 
2a 30 0 0) 27 16,3 74 So 
100 0 0 27 20.6 10.4 102 
b 30 25,2 172 18.1 27 182 0 18.2 
100 25,2 | 22.1 22.2 27 23,8 0 23.8 
3a 5 25.2 11,4 11,8 31 10.0 
15 252 145 14.7 31 11¢ 
60 252 193 20.2 31 17,2 
* 1 Aquivalent = ', Mol Diester 


nach Phosphoglycerinséure verschoben ist. In diesem Versuch und 
Versuch 3 ist (vgl. Tabelle V B) die st6échiometrische Beziehung: Mol 
Brenztraubenséure geschwunden Mol Milchsaiure  gebildet Mol 
Phosphoglycerinsaure entstanden, sehr gut erfiillt, wahrend in Versuch | 
etwas Extramilchsiure iiber den Schwund der Brenztraubensaure 
hinaus gebildet ist. Das Merkwiirdigste an der Reaktion (14) ist jedoch, 
daB diese Milchséurebildung in einem fluoridversetzten Acetonpulver- 
extrakt, der 5 Stunden dialysiert ist, nicht herabgesetzt ist und sogar in 
einem 4 Tage im Eisschrank aufbewahrten, 15 Stunden dialysierten 
Extrakt, wenn auch mit verringerter Geschwindigkeit, vonstatten geht. 
Dabei ist jedenfalls das Adenylséiuresystem durch die Dialyse soweit 
entfernt, da in Abwesenheit von Fluorid nur noch eine ganz geringe 
Milchséurebildung aus Hexosediphosphat stattfindet. Beispielsweise 
ergibt sich in einem undialysierten Pulverextrakt mit Hexosediphosphat 
ohne Fluorid pro 40 mg Pulver in 5 Minuten 0,7 mg Milchsaure, in 
60 Minuten 1,0 mg, nach fiinfstiindiger Dialyse mit Fluorid (n/30). 
Hexosediphosphat und Brenztraubensaéure, ohne Adenylpyrophosphat 
in 5 Minuten 0,56 mg, in 60 Minuten 1,0 mg Milchsaéure!. Dasselbe, untet 
Zusatz von Adenylpyrophosphat, in 5 Minuten 0,54 mg, in 60 Minuten 
0,85 mg Milchsiure (Mengenverhaltnisse wie Tabelle V, Versuch 3). 
Man muB daraus schlieBen, dab die gekoppelte Oxydoreduktion, die sich 
hier abspielt: 1 Dioxyacetonphosphorsiure + 1 Brenztraubensaure 

| Phosphoglyce:inséure +- | Milchséure, die keiner Umesterung der 
Phosphorsaure bedarf, eben deshalb auch das Adenylsduresystem ganz 


1 Dabei entsteht mit und ohne Brenztraubenséure genau gleich viel 
schwer hydrolysierbarer Ester, der im ersten Falle nur Phosphoglycerinsiaure 
enthalt, im andern Falle zur Halfte x-Glycerinphosphorséure. 
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oder nahezu entbehren kann (dabei bleibe dahingestellt, ob eine nicht 
dissoziierende, aber im tbrigen der Co-Zymase entsprechende Substanz 
noch im dialysierten Riickstand des Muskelferments enthalten ist). 


Kapitel VI. Die einleitende Umesterung zwischen Hexose und Adenylpyro- 
phosphat [Gleichung (13)]. 

Bereits vor langerer Zeit wurde von O. Meyerhof und kK. Lohmann 
die Co-Fermentrolle des Adenylpyrophosphats damit erklart, ,,daB_ dic 
Veresterung des Phosphats, die der Spaltung des Kohlenhydrats in 
Milchsaure vorhergeht, unter gleichzeitiger Aufspaltung von Adeny! 
pyrophosphat verlauft, wahrend im weiteren Verlauf der Spaltung diese= 
wieder resynthetisiert wird. Der Kreislauf des Adenylpyrophosphats 
unterhalt auf diese Weise die Milehsaurebildung*‘'!. Und zwar wurde in 
den, dem Adenylpyrophosphat und den phosphorvlierten Hexosen gemein 
samen beweglichen Phosphorsauregruppen ,,der eigentliche Trager des 
chemischen Koppelungsvorgangs** gesehen*. Kine nahere Prazisierung 
erschien damals noch nicht angebracht wegen der Unbekanntheit det 
Zwischenreaktionen, doch wurden in spateren Arbeiten Belege fiir eine 
direkte Umesterung zwischen Adenylpyrophosphat und Glykogen 
gegeben”. 


Die Entdeckung der Umesternng zwischen Kreatinphosphorsaure 
und Adenylsaure zu  Adenylpyrophosphorséure und Kreatin durch 
kK. Lohmann * und derjenigen von der Phosphobrenztraubensaure iiber 
das Adenylsauresystem auf Kreatin durch J. AK. Parnas ® gab dieser Vor- 
stellung neue Nahrung. So wurden in der letzten Zeit mehrere derartige 


' Naturwiss. 19, 575, 1931. > O, Meyerhof u. K. Lohmann, diese 
Zeitschr. 258, 431, 1932, insbes. 8S. 460; ferner A. Lohmann, ebenda 241, 
67,°1931, insbes. S. 83. * K. Lohmann, ebenda 262, 137, 1933, vg. 
S. 140/41. ,,In der Mehrzahl der Versuche wurde nun gefunden, dal 
mit auffalliger Konstanz in dialysierten Extrakten das leicht hydrolysierbare 
Phosphat des zugesetzten Adenylpyrophosphats noch verestert wurde, auch 
wenn keine Milchséurebildung statthatte. Hier liegt also ein typischer Fall 
von Umesterung vor.** So wurde durch Versuche belegt, daB ,,mit Glykogen 

Adenylpyrophosphat in 3 Stunden dialysiertem Extrakt eine vollstéan 
dige Umesterung des zugesetzten Adenylpyrophosphats statthatte‘, aber 
natirlich nicht in Abwesenheit von Glykogen (vgl. dazua.a.O. Tabelle I. 
S. 141). ' Ebenda 271, 264, 1934. > Insbes. Parnas hat mehr 
fach genaue Formulierungen der Umesterungsteaktion auf Hexose ge 
geben (Nature 184, 627, 1934, Klin. Wochenschr. 1935, S. 1017; diese 
Zeitschr. 275, 74, 1935), doch lagen, soviel wir sehen, diesen Formeln keine 
iiber die bisher schon bekannten Tatsachen hinausgehenden Experimente 
zugrunde. Zusatz bei der Korrektur. Unmittelbar nach Einreichung 
unserer Arbeit zum Druck erschienen mehrere Veréffentlichungen aus dem 
Parnasschen Institut, die eine Reihe weiterer Belege fiir die Umesterungen 
des Adenylsiuresystems enthalten. Diese Zeitschr. 281, 140, 157, 168, 1935. 
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Umesterungen beschrieben, von Hexose mit Adenylpyrophosphat zu 
Hexosemonophosphat von Huler und Adler}, von Hexosemonophosphat 
und Adenylpyrophosphat zu Hexosediphosphat von Dische® und im 
Sinne unserer Vorstellung gedeutet. 

Die bisherigen Versuche reichen aber nicht zu einem strengen 
Beweis aus, da tatsachlich die primare Veresterung der Hexosen durch 
eine stéchiometrische Umesterung aus Adenylpvrophosphat zustande 
kommt nach der Gleichung 

| Adenylpyrophosphat ~ 1 Glucose 
1 Adenylsiure + 1 Hexosediphosphat (13) 
| heziehungsweise 
1 Adenylpyrophosphat + 2 Glucose 
1 Adenylsiure -+- 2 Hexosemonophosphat | (13a). 

Zu diesem Beweis ist erstens zu fordern. daB gleichzeitig keine andere 
Reaktion ablauft, durch die der veresterte Zucker weiter umgesetzt odet 
anorganisches Phosphat verbraucht oder abgespalten wird, weil dann 
stets die Méglichkeit besteht, daB diese Reaktionen am Umsatz des 
Adenylpyrophosphats Teil haben: zweitens, da in Abwesenheit eines 
Phosphatakzeptors das Adenylpyrophosphat nicht in derselben Zeit 
schon spontan zerfallt. Nur dann ist streng bewiesen, daB das Phosphat 
nicht auf dem Wege iiber anorganisches Phosphat seinen Platz gewechselt 
hat, sondern direkt (wenn auch wahrscheinlich durch intermediare Um- 
esterungen mit dem Ferment) von dem Adeninnucleotid auf das Kohlen- 
hydrat umgeestert ist. Das dritte Postulat betrifft die Geschwindigkeiten. 
Wenn die obige Reaktion (13) eine Teilreaktion der Umesterungs- 
reaktion (7) sein soll und auch sonst der Synthese der Hexosephosphor- 
siuren stets vorhergehen soll, so mu sie im gleichen Enzymextrakt 
ebenso rasch oder rascher ablaufen als die jeweilige Gesamtreaktion. Die 
Ausschaltung der Nebenreaktionen kénnte durch Fluorid oder Jod 
essigsiure geschehen: letzteres erwies sich als geeigneter, weil in Fluorid 
eine zusatzliche Veresterung von anorganischem Phosphat kaum zu ver- 
meiden ist. Auch in Jodessigsaure laBt sich das obige Postulat nur mit 
Glucose erfiillen, weil Glykogen auch hier unter Aufnahme von an- 
organischem Phosphat zu zusiatzlicher Hexosephosphorsaure verestert. 
In mit Jodessigsdure vergiftetem Extrakt aus Acetonpulver libt sich 
in Gegenwart von Glucose und Hexokinase die obige Reaktion (13) fii 
sich nachweisen, die unter den gleichen Bedingungen in 3 Minuten voll- 
i 


stiindig abgelaufen ist. in denen der Umsatz nach Gleichung (7) oder, in 


Abwesenheit von Jodessigsiure, eine Milchséurebildung gleichen Aus- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 122, 1935. > Dische, diese Zeitschr. 
280, 248, 1935: vgl. auch die Bildung von Adenylpyrophosphat und 
Hexosediphosphat bei Newberg, ebenda 280, 164, 1935. 




















LOS ©. Meyerhot u. W. Kiessling: 


mabes erfolgt. Zum Nachweis der Reaktion (13) wurde die aufgetreten 
Adenylsiure durch den Ammoniakzuwachs bestimmt, der zur Haupt 
sache schon wahrend des Versuchs, zum ibrigen durch Zusatz von 
Schmidtschem Desaminaseextrakt eintritt; der Schwund des Adeny! 
pyrophosphats und die Bildung des Hexosediphosphats aus der Hydro 
lvsenkurve, wobei zur Berechnung der letzteren der Anstieg des 
ligor — 7-Wertes auf Grund der Hydrolysenkurve reiner Hexosediphos 
phorsiure mit 1,5 multipliziert wurde. AuBerdem wurde das Hexose 
diphosphat noch aus dem alkaliverseifbaren P berechnet. Beide be 
stimmungen stimmen annihernd iiberein (vgl. Tabelle VI). Besonder- 
interessant ist von den Kontrollansaétzen 2c und 2b der Tabelle V1. 
2c zeigt, daB in der Tat, entsprechend der obigen Forderung, ohne Gegen 
wart von Glucose in 10 Minuten erst '/,), des Adenylpyrophosphats aut 
gespalten ist, das sonst schon in 3 Minuten umgeestert wird ; 2b zeigt, dat 
ohne Hexokinase keinerlei Reaktion zwischen Glucose und Adeny! 
pyrophosphat stattfindet, wahrend dies mit Glykogen (Versuch 1} 
und 3a) ebenso der Fall ist wie fiir den Umsatz des Glykogens tiberhaupt 
Ja, die Hexokinase kann allein ohne Muskelferment schon eine Um- 


Tabelle VIA. Umsatz von Hexose mit Adenylpyrophosphat in 
Jodessigsaure 1: 1000, 
Je lecem Extrakt (40 mg Pulver); 6 mg Zuckerzusatz. 

















HEE mg Ap. mg P.O; » 
, ~ fi 2 5 5 
7 = 25x we Hexosediphos- 7 <& 
eS = ENS 2 re 3 phatbildung mis 
Ni Datum rr a E 5 5 é. ES Je 2 =§ Z 
eS gee“ 2.486 38 $35) "3 * 
1935 “ <s zz . 
la | 20.1IX.) + a | ce. | h8. PO7 0 0,15 | 0,5 0,54 
15 = tp its 0 0,24 1,0 1,0 
b 15) Glyk.|| 1,3 0,7 0,88 044 2,15 1,95 
2a oS 8 | Tr. || 0,70 | 0,7 0 013; 0,5 0,75 ||66 | O 
10 a 0,7 0 (0,10) 0,67 |\74 0 
b 10 “ 0.70 0 a) 0 0 0 0 
30 _ 0,70 0 0 0 0 0 0 
10 0 0,70 0,06 0) 0.04 0,06 01 3,5 
30 0 0.70 0,07 0 0 0 0,1 11,0 
Sa 8. xX. 2 | Glyk.| 0,92 0,35 0,08; 0,11 0,83 | 0,385 1/22 | 0 
15 ve 0.92 0,90 —0,97 0,20 0,93 0,90 |88 0 
4ai11. X.; + 1 Tr. | 0.95 0,38 0,38 0,05, (0,19) 0,380 |33 0 
3 ® 0,95 0,71 0,10 0,18 069 065)78 0 
6 0,95 0,95 0 (0,07) 0,65 |78 A 
b +* 15 0.95 O41 0 0 0.45**) 58 


“ Ohne Pulverextrakt. * Hexosemonophosphorsiure. 
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Tabelle VIB. Molarer Umsatz. 


10°-® mol. (<= 2. 10° ® Phosphataquivalent). 





et Adenyl- ae ee Hexose- 
Nr. , “ait Kohlenhydrat pyrophosphat Adenyisaur diphosphat 
in Min. 7 : “ gebildet 
verbraucht gebildet 
2a 3 Tr. 50 4.7 46 
10 2 50 53 47 
3a 2 Glyk 25 1,5 (2,5) 
15 65 63 (6.5 
4a 1 rr re | 24 2,1 
3 ‘s 50 54 aa 


esterung des Adenylpyrophosphats auf Hexose, wie es scheint, zu 
Hexosemonophosphat, herbeifiihren. Danach diirfte die Hexokinase die 
Umesterung der Glucose mit Adenylpyrophosphat einleiten. Wieweit 
sie nach dem Beginn der Umesterung iiberfliissig ist, muB durch weitere 
Versuche geklart werden!. 

Aus Tabelle VIB sieht man, daB Gleichung (13) genau erfillt ist, 
und zwar fiir die Versuche mit Traubenzucker ohne Nebenreaktionen 
(auBer der nachtraglichen Aufspaltung von Adenylsaure zu Inosinsauce 
und Ammoniak), waihrend bei Glykogen eine zusatzliche Veresterung 
stattfindet. Zufalligerweise ist auch hier in Versuch 3a das Hexose 
diphosphat aquivalent dem Adenylpyrophosphatumsatz, weil daneben 
noch eine gewisse Menge Hexosemonophosphat entstanden ist. Mit 
Glucose dagegen ist die Aquivalenz ausschlieBlich durch die Gleichung (13) 
selbst bedingt, indem die geringen Mengen Hexosemonophosphat hier 


keine Rolle spielen. 


Ansatz (D) (Versuch vom 7.Oktober 1935.) 


Adenylpyrophosphat + Glucose + Jodessigsiure 1: 6000, 8cem Muskel- 
extrakt aus 0,960 g Muskelpulver -- 1,6 cem 5,2° ,iges Natriumbicarbonat 
standen mit 2,4cem 0,2°,igem jodessigsauren Na 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur. Dazu wurde nach dieser Zeit 4,8 ¢cm adenylpyrophosphor- 


saures Natrium (enthaltend 29mg Ap.) + 2,4cem 6° ige Glucose sowie 
8ecem Hexokinaselésung gegeben. Nach 5 Minuten wurde der Versuch 


unterbrochen. Die erste Fraktion enthalt die Hg-Fallung. In ihr war 
auBer etwas anorganischem Phosphat nur Adenyl- bzw. Inosinsiure. Die 
Analysen der direkten Hydrolysenkurve sind weggelassen, weil sie sich 
wegen der teilweisen Aufspaltung der Adenylsiure nach 180 Minuten 
schlecht mit den Hydrolysenwerten der getrennten Koérper vergleichen 
lassen. 

Wie der Versuch D zeigt, ist das Adenylpyrophosphat verschwunden 
und der gréBte Teil der erwarteten (14,5 mg P,O;) Menge Adenylsaiure +- Ino- 
sinsiure (11,7 mg P,O;) wieder gefunden. Ferner sind etwa 17 mg Hexose- 
phosphat-P,O,; aufgefunden (erwartet maximal 29 mg). 


' Vel. hierzu O. Meyerho{, Naturwiss. 23, 850, 1935. 
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Tabelle. 
mg POs 
Anfangs 
1. Fraktion 2. Fraktion Zusammen 
Anorganisches Phosphat  . . 3.4 29.2 32.6 
\denylpyrophosphorsiure . . 0 
lriesephosphorsaure . . . Bs 3,2 
Hexosediphosphorsaure . . 25,4 25,4 13,5 
Hexosemonophosphorsaure — . 24 2,4 
\denylsaure Inosinsaure . Lt? Hey 
io 3 
Diskussion. 


Hier mégen vor allem noch zwei Punkte erértert werden, 1]. di 


Zwischenschaltung des Adenylsduresystems und 2. die Verkniipfung de) 
Intermediarreaktionen, wie sie fiir die rasche Milchsaurebildung sowoh!| 
im Muskelgewebe selbst wie im Muskelextrakt anzunehmen ist. 


1. Wahrend es noch der Klarung bedarf, wie das Adenylsaur 
system sich bei der Aufnahme von anorganischem Phosphat be 
teiligt und es andererseits entbehrlich zu sein scheint bei Oxydoreduk 
tionen, die ohne Anderung des gebundenen Phosphats verlaufen, z. Bb 
2 Dioxyacetonphosphorsaure — | Phosphoglycerinséure + 1 x-Glycerin 
phosphorsdure, kann es als sichergestellt gelten, da Aufnahme und 
Abgabe des Phosphats von Seiten der phosphorylierten Intermedia: 
produkte des Kohlenhydratzerfalls durch Umesterung mit dem Adenvy! 
siuresystem zustande kommen. Wenn nun die im Jodessigsaiureextrakt 
ablaufende Reaktion: 

2 Phosphobrenztraubensdure ~- | Glucose —~ | Hexosediphosphat 

2 Brenztraubensiure 
in die Teilreaktionen zerfallt : 


a) 2 Phosphobrenztraubensaéure + | Adenylsaiure 
—~» 2 Brenztraubensaure - 1 Adenylpyrophosphat, 
b) 1 Adenylpyrophosphat + 2 Glucose 
~ 1 Hexosediphosphat + 1 Adenylsaure, 


so dirfte jede dieser Reaktionen, auch wenn sie in der Bilanz stéchi 
ometrisch ist, ihrerseits wieder zusammengesetzt sein. Hierbei sind ver 
schiedene Kombinationen méglich, vor allem intermediare Bildung von 
Adenosindiphosphorsaure und intermediare Bildung von Hexosemono 
phosphorsaure, wobei z. B. eine Zwischenreaktion lauten kénnte: 
Adenylpyrophosphorsaiure -- Hexose —~ Adenosindiphosphorsiur 


Hexosemonophosphorsaure. 
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Wichtiger aber erscheint noch ein anderer Gesichtspunkt, auf den 
schon kiirzlich hingewiesen ist! und der sich aus der Rolle ergibt, die das 
Adenylpyrophosphat als Energieiibertrager spielt : 


Es kénnte namlich die Spaltungsenergie des Adenylpyrophosphats 
ihnlich wie bei der Synthese der Kreatinphosphorsaure auch in unserm 
Fall bei der Umesterung nicht verloren gehen, sondern zur Hauptsache 
uf das synthetisierte Produkt tibertragen werden. Dann wiirde zu- 
nachst ein Zuckerester von einem gréBeren Energieinhalt entstehen als 
die stabilen Hexosephosphorsauren, der einen radikalartigen Charaktet 
haben dirfte. Dies wiirde das entscheidende Moment fiir die Re 
iktionsfahigkeit des neu phosphorylierten) Produkts sein. Wenn 
allerdings wahrend der Lebensdauer des Radikals keine solche 
Weiterreaktion, die in unserm Falle eine durch Brenztraubensaure 
beziehungsweise Acetaldehyd induzierte Oxydation ware, erfolgen 
kann, so ginge das Primarprodukt in die relativ stabilen Hexose 
phosphorsauren tiber (wieweit dabei die Veresterung des anorganischen 
Phosphats mit der Umesterungsreaktion gekoppelt ist, ist noch vor 


zeitig. zu diskutieren). 


2. Um aus den besprochenen Reaktionen ein Glykolyseschema aut 
zustellen, lassen wir der Einfachheit halber die Intermediarreaktionen 
des Adenylsduresystems fort und beriicksichtigen allein die verschiedenen 
Phosphorvlierungsstufen des Zuckers, wobei je nach Umstanden Hexose- 
monophosphat oder Hexosediphosphat entstehen —beziehungsweise 
verschwinden *.  Ebenso wie bei der Garung kénnen wir dann die 
Initialreaktionen (Induktionsperiode und Angérung) von denen des 
stationaren Zustandes trennen. Die Initialreaktionen fiihren bis zur 
Bildung von x-Glycerinphosphorsaure und Phosphobrenztraubensaure. 
Ist die letztere einmal gegeben, so verlauft die Reaktion rasch weiter auf 
Grund der neuen Gleichungen, wobei die x-Glycerinphosphorsaure liegen 
bleibt. Diese hat aber dabei Gelegenheit, in Gegenwart von Brenztrauben- 
siure in Triosephosphorsaéure iiberzugehen und damit in die Reaktions- 


1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 281, 249, 1935. 2 AY 
merkung bei der Korrektur. Die in unserem Schema an die Spitze ge 
stellte Umesterung von Hexose mit Adenylpyrophosphat wird in den 
soeben erschienenen Arbeiten von Parnas (vgl. Anmerkung S. 106) auch an 
die Spitze unseres Schemas der alkoholischen Garung geste!lt. Dies mag 
sachlich zutreffend sein. Wir hatten bisher von einer derartigen Formulierung 
nur deshalb abgesehen, weil 1. der st6chiometrische Verlauf der Gleichung (13 
nach den oben (S. 107) genannten Kriterien bei der Garung nicht streng 
bewiesen ist (vgl. auch die folgende Arbeit von Ohlmeyer) und dann auch, 
weil unser Schema nur den Weg des Abbaus und nicht den Mechanisimus 
darstellen sollte, so daB man von dem Adenylsiuresystem, dessen Mit 
wirkung uns wohl bekannt war, dabei absehen konnte. 
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wandte Bezeichnung 
Hexose soll sowohl fiv 
Gly 
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Dieses Schema steht 
in enger Analogie zun 
neuen Géarungsschem: 
und enthalt ebenfalls dis 
Harden- Young sche Glei 
chung, die sich seh 
genau bei der Glykolys: 
des Zuckers mit Hexo 
kinase im Muskelextrakt 
erfullt findet ! und weni 
ger genau auch bei der 
Spaltung des Glykogens 
Das entstandene He 
xosediphosphat = kann 
dann in Anwesenheitvon 
Brenztraubensaure nach 
Gleichung (5a) weite: 
reagieren, in Abwesen 
heit von Brenztrauben 
saure nach den alteren 
Gleichungen auf Grund 
des Embden-Schemas 
Hiermit diirfte auch de 
sein 


Grund gefunden 


warum  Zusatz von 


Brenztraubensaure = die 


Glykolysegeschwindig 
keit inden verschiedenen 
Geweben erhéht?. Un 
aufgeklart bleibt, warum 


' O, Meyerhof, dies 
Zeitschr. 188, 176, 1927 


— * Vgl. Mendel, Bauch, 


Strelitz, Klin. Wochenschr 
10, 118, 1934. 
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Hauptweg der Milchsaéurebildung in der Muskulatar. 113 
lie Veresterung im lebenden Muskel nur bis Hexosemonophosphat fort- 
chreitet, im Muskelgewebe und -Extrakt aber zur Hauptsache bis 
Hexosediphosphat. 


Herrn Schulz danken wir fiir seine Mithilfe bei den Versuchen. 


Zusammenfassung. 

Neben dem bisher allein beriicksichtigten Weg der enzymatischen 
Milchsaurebildung in der Muskulatur, wo die durch Oxydoreduktion 
entstandene x-Glycerinphosphorsaure mit dem oxydierten Dismutations- 
produkt Brenztraubenséiure unter schlieBlicher Bildung von 2 Mol 
Milchséure reagiert, gibt es noch einen anderen Weg, indem die ent- 
standene Brenztraubensaure sich mit dem primaren Veresterungs- 
produkt der Hexosen umsetzt. Hierbei wird 1 Mol Triosephosphorséure 
zu Phosphoglycerinsaure oxydiert, wahrend | Mol Brenztraubenséure 
zu Milchsdure reduziert wird. Diese Milchsaurebildung erfolgt viel 
rascher als auf dem erstgenannten Weg und die einzelnen Teilreaktionen 
dieses Umsatzes gehen mit gréBerer Geschwindigkeit vor sich als die 
Gesamtreaktion. Das gilt auch unter solehen Bedingungen, wo 
z-Glycerinphosphorsaure iberhaupt nicht mehr in Reaktion tritt (Extrakt 
aus Acetonpulver). Dabei lassen sich die einzelnen Etappen, die denen 
bei der Garung genau entsprechen, teils mit Natriumfluorid, teils mit 
Jodessigsdure isolieren, wobei die Brenztraubenséure das_biologische 
Aquivalent des Acetaldehyds, die Milchsiure das biologische Aquivalent 
des Alkohols ist. Aufnahme und Abgabe des Phosphats erfolgen dabei 
durch stéchiometrische Umesterung mit dem Adenylsauresystem. 
Genau wie bei der Garung ergibt sich auch bei dem Umsatz der Phospho- 
brenztraubensaure in Gegenwart von Fluorid und Glucose (beziehungs- 
weise Glykogen) die Harden- Youngsche Gleichung, indem pro 1 Mol 
Zuckerzerfall 1 Mol Hexosediphosphat entsteht, wahrend beidem Umsatz 
der Brenztraubensaure sich kein zusatzlicher Hexoseester anhauft. Im 
Unterschied zur Garung reagiert aber Hexosediphosphorsiure im 
Muskelextrakt auch mit Brenztraubenséiure und wird dabei, unter 
Reduktion der letzteren zu Milchsaure, ihrerseits zu Phosphoglycerin- 
saure oxydiert. Diese Reaktion, bei der keine Umesterung vonnéten ist, 
kann auch bei hochgradiger Verringerung des Adenylsduresystems 
(5 bis 15 Stunden dialysierter Extrakt) vonstatten gehen. 

Auf Grund der neuen Befunde wird ein Glykolyseschema aufgestellt, 
bei dem die Initialreaktionen (entsprechend der Induktions- und An- 
garungsperiode) nach dem ,,Embden-Schema* gehen, die Reaktionen im 
stationéren Zustand dagegen den neuen Gleichungen folgen. Lie von ver- 
schiedenen Autoren vertretene Annahme, dab ein weiterer biologischer Zer- 
fallsweg iiber Methylglyoxal fiihrt, findet in unsern Versuchen keine Stiitze 
und 1aBt sich jedenfalls fiir die rasche Milchséurebildung ausschlieBen. 


Biochemische Zeitschrift Band 283. g 
































































Uber die Girgeschwindigkeit der Hexosediphosphorsiure 
und ihre Umesterung mit Adenylsiure. 
Von 
P. Ohimeyer', 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fia 


medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen um 25, Oktober 1935.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Wahrend die notwendige Beteiligung des Adenylsiuresysten 





Adenylpyrophosphorsaure —(Adenosintriphosphorsaure) Adenosii 
diphosphorsiure -+- Phosphorsdure Adenylsdure (Adenosinmonc 
phosphorsaure) -+ 2 Phosphorsaure| als Co-Ferment der Milchsaur 
bildung erwiesen und durch die mit den Kohlenhydraten und_ ihre: 
Abbaustufen eintretenden Umesterungen zunehmend aufgeklart ist, ist 
bei der alkoholischen Garung die Rolle desselben noch umstritten 
Nachdem von K. Lohmann? festgestellt ist, daB es nicht mit der Eule 
schen Co-Zymase identisch ist und diese auch nicht unter allen Umstanden 
ersetzen kann, andererseits aber doch eine aktivierende Rolle in de: 
Garung spielt, ist es von besonderem Interesse, diejenigen Intermedia: 
vorgange naher kennenzulernen, an denen es beteiligt ist. Auf Anreguny 
und unter Leitung von Prof. Meyerhof habe ich mich mit dieser Frag: 
beschaftigt und bin auf eine Reaktion gestoBen, deren Analogon bei de: 
Milchsaurebildung bisher nicht beobachtet ist, namlich eine Umesterung 
von Hexosediphosphat mit Adenylséure, wobei Hexosemonophos 
phat und Adenylpyrophosphat entsteht, wahrend gleichzeitig ein 
gewisser Teil vergirt®. Ja, meine Versuche sprechen dafiir, daB dies: 
Reaktion die Garung des Hexosediphosphats erst erméglicht und ihr 
Geschwindigkeit bestimmt. Es ist eine den Garungschemikern be 
kannte Tatsache, dafS’ Hexosediphosphat etwa 20 mal so langsam vergiart 
wie Glucose und da (nach der Entdeckung von Harden und Young) de: 
Zusatz des Arseniats das einzige Mittel war, um die Geschwindigkeit 
auf die Héhe der Glucosegarung zu steigern. Ich habe gefunden, dal 


! Die Arbeit wurde teilweise mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 

der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 2 Diese Zeitschr. 241, 67, 1931. 

3 Anmerkung bei der Korrektur. Dieselbe Umesterungsreaktion ist in 

einer wahrend des Drucks dieser Arbeit erschienenen neuen Veréffentlichung 

von C. Lutwak-Mann u. T. Mann (diese Zeitschr. 281, 140, 1935) ebenfall- 

. " : 4 = 

beschrieben, aber ohne Zusammenhang mit der Garungsgr6Be des Hexos: 

diphosphats. 
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Gargeschwindigkeit der Hexosediphosphorsdure usw. LLS 


man durch Zusatz von Adenylsaure die Gargeschwindigkeit auf an- 


nahernd dieselbe Héhe bringen kann, wobei diese Steigerung so lange 
inhalt. wie die Umesterung im Gange ist. 


Methoden. 


Der Mazerationssaft wurde entweder mit 4 Teilen oder mit 3 Teilen 
Wasser auf 1 Teil Trockenhefe (L6wenbrauhefe) hergestellt: er wurde in 
der Regel, um die Konzentration des anorganischen Phosphats herabzu- 
setzen, vor Anstellung der Versuche 30 bis 40 Minuten lang dialysiert. Die 
Carfihigkeit des Hexosediphosphats wurde dadurch nur wenig verringert. 
lie Konzentration des anorganischen Phosphats aber von etwa 8 auf 4 mg 
pro ccm heruntergesetzt. In anderen Fallen wurde der Extrakt 5 Stunden 


Abb. 1. ,Scheinbare* Verschiebung des 
Gleichgewichts Hexosediphosphat 


~= 





2 Dioxyacetonphosphat in kurz dialy- 50 
siertem Mazerationssaft. Versuch vom % 
22. VI. 1934 a 


Ordinate : °/) Dioxyacetonphosphorsiure. 
Abszisse: Zeit in Minuten. 

o—o I Finstellung des Gleichgewichts S 
mit 14Std. dialysiertem Maze- S& 


rationssaft. a 
A—A I] Verschiebung des Gleichgewichts : 
mit 30 Min. dialysiertem Maze- 10 i 
rationssaft. 
Der Prozentgehalt des Dioxyaceton- 
phosphats ist beide Male berechnet auf v 
das gesamte, zwischen 0 und 180 Min. 
hydrolysierbare Phosphat. 


7 4 9) 1k Min 


dialysiert, wodurch das anorganische Phosphat und auch die praformierte 
Adenylséure fast vollstaéndig entfernt wurden. Die Methoden zur Be- 
stimmung der P-Verbindungen waren dieselben wie in der voranstehenden 
Arbeit von O. Meyerhof und W. Kiessling. Am leichtesten waren fiir die 
Bilanzversuche zu bestimmen Hexosediphosphat, Adeny!siiure und Adenyl- 
pyrophosphat, wahrend das Hexosemonophosphat unter  Beriicksichti- 
gung der Anderung des anorganischen Phosphats und der vergorenen 
Hexoseaquivalente berechnet wurde. Da alle Versuche bei 28° stattfanden, 
wurde, um die Konzentration des Hexosediphosphats aus dem alkali- 
verseifbaren P zu bestimmen, bei 28° fiir die benutzten Konzentrationen 
von Substrat, Ferment und Zusitzen in dialysiertem Mazerationssaft eine 
Vergleichskurve aufgenommen, aus der die Gleichgewichtskonstante 
2 
K “Diox. hberechnet werden konnte. Koago 2,10.10-%. Der 
“Hexosediph. 

Magnesiumgehalt des Saftes betragt nur etwa 2.10 * mol. Mg und rief 
unter meinen Versuchsbedingungen noch keine meBbare Verkleinerung 
von K hervor. Wahrend der 14 Stunden dialysierte Mazerationssaft das 
Gleichgewicht erst in etwa 1 Minute auf 90°, einstellt, geschieht die Gleich- 
gewichtseinstellung in frischen Saften viel rascher (vgl. dazu Abb. 1). 
Die spater angefiihrten Konzentrationen Hexosediphosphat schlieBen jedes- 
mal einen meBbaren Anteil Dioxyacetonphosphat mit ein. Die Kohlensaure- 
messung geschah manometrisch nach O. Warburg. Als Ausgangssubstanzen 
dienten teils ein Adenylsiurepraparat, das in unserm Laboratorium her- 
gestellt und analysenrein war (Verhaltnis von mg Amino-N zu mg P,O; 

1,0: 5,0; Kjeldchl-N zu mg P,O, 1,0: 1,0), zum Teil ein Praparat 


Q* 
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von Adenylsiure von der Chemischen Fabrik Dr. Georg Henning, Berlir 


Tempelhof. Dieses hatte nur 75°,, des berechneten Amino-N. Es konnt: 
durch zweimaliges Umkristallisieren in NaOH auf den theoretischen Geha! 
gebracht werden. Diejenigen Ansatze, die mit dem noch nicht gereinigte: 
Priparat angestellt waren, sind entsprechend umgerechnet. Als Au: 
gangssubstanz fiir Hexosediphosphat diente Caleium-Candiolin!, das m 
Oxalsiure umgesetzt wurde. Alle Ansatze bestanden aus | Teil Mazerations 
saft auf 3 Teile Zusatze und sind im folgenden auf 1 cem Gesamtvolume: 
(0,25 ccm Mazerationssaft) ausgerechnet. 

Meine Versuche nahmen ihren Ausgang von der Beobachtung, dal 
bei der Garung des Hexosediphosphats das vorhandene alkaliverseifbare 
Phosphat betrachtlich niedriger liegt, als es auf Grund der Gleichgewicht+ 
konstante Ay,o unter Beriicksichtigung der jeweils vergorenen Meng: 
und der Anderung des anorganischen Phosphats hatte der Fall sein 
dirfen. Dabei steigt der Gehalt an Dioxyacetonphosphat in 10 Sekunden 
auf annahernd den theoretischen Wert, um dann rasch abzufallen, so dats 
er schon nach | Minute nur noch etwa halb so hoch liegt. Ein solcher 
Versuch mit einer Vergleichskurve in dialysiertem Mazerationssaft ist in 
Abb. 1 wiedergegeben. Verdiinnungsversuche zeigten, daB das spaltende 
Ferment ,,Zymohexase** intakt war, wie man ja schon aus der raschen 
Einstellung entnehmen konnte, denn bei Verdiinnung der Lésung stellt 
sich sofort ein neues Gleichgewicht ein. Ferner fiihrt auch erneute: 
Zusatz von Hexosediphosphorséure zur Neubildung von Dioxyaceton 
phosphorsaure, wahrend andererseits Zusatz aktiver Zymohexase keine 
Anderung des alkaliverseifbaren P herbeifiihrt. Aus alledem war zu 
folgern, daB die Abnahme des Triosephosphats einer Verringerung des 
Hexosediphosphats entsprechen muB. 

Da in dem fraglichen Zeitraum von | bis 5 Minuten der Gehalt des 
anorganischen Phosphats sich kaum verandert, so konnte, wenn ein Teil 
des Hexosediphosphats in Hexosemonophosphat verwandelt werden 
sollte, nur eine andere Verbindung als Akzeptor des freiwerdenden 
Phosphats dienen. Diese aber ist, wie sich nachweisen lie}, die im 
Mazerationssaft vorhandene Adenylsaure. Es spielt sich also hier, wenn 
man zunachst die Garung unberiicksichtigt laBt, etwa die folgende 
feaktion ab, wobei auf die stéchiometrische Formulierung jedoch kein 
Gewicht zu legen ist, 

2 Hexosediphosphat + Adenylséure — 2 Hexosemonophosphat 

Adenylpyrophosphorsaure. (1) 

Der Gehalt an Adenylsaure in frischem garkraftigen Mazerationssaft 
ergab sich auf Grund der Bestimmung des abspaltbaren Ammoniaks 
mittels Schmidtschem Desaminaseextrakts bis zu etwa 0.4 mg Adenyl- 
' Der I. G. Farbenindustrie A.-G., Elberfeld, sind wir wiederum fii 

die Uberlassung gréBerer Mengen Calecium-Candiolin an das Kaiser Wilhelm 
Institut zu Dank verpflichtet. 
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siure-P,O, pro cem (gefunden 50 bis L0O y N) und ferner in 30 Minuten 
dialysiertem Mazerationssaft, wie er meist fiir die Versuche benutzt wurde. 
mu 0,25 mg Adenylsaure-P,O, (gefunden 50 y N). 

Wird ein derartiger Hefeextrakt 5 Minuten mit Hexosediphosphat 
stehengelassen, so ist die Adenylsiure verschwunden, und an ihrer Stelle 
st Adenylpyrophosphat aufgetreten. Diese synthetisierte Adeny!- 
pyrophosphorséure wurde aus einem groBen Ansatz isoliert, und durch 
chemische und enzymatische Reaktionen ihre Identitat mit der von 
kK. Lohmann aus der Muskulatur isolierten Adenylpyrophosphorsaure 
nachgewiesen. 

Tsolierung der Adenylpyrophosphorsdure. 

(21. Februar 1935). Eine Lésung von 2900 cem Hexosediphosphat 
(1,1 g P,O;) wurde mit 200 cem 2,6 °oigem Bicarbonat und 440 cem frischem 
Mazerationssaft 5 Minuten 30 Sekunden bei 28° stehengelassen. Nach 
EnteiweiBung mit 3 Liter 6°,iger Trichloressigsiure von 28° wurde iiber 
Kieselgur unter Eiskiihlung filtriert und das Filtrat fortlaufend mit kon 
zentrierter NaOH phenolphthalein-alkalisch gehalten. Sodann wurde das 
anorganische Phosphat mit Mg-Mixtur gefillt und abzentrifugiert und die 
neutralisierte Lésung mit 60g festem Ba-Acetat versetzt. 3,5 Liter Alkohol, 
langsam unter kraftigem Turbinieren zugegeben, fallten 3,1 g¢ eines Nieder- 
schlags, der nach Zentrifugieren, Waschen und Trocknen 13°, gebundenes 
veraschbares) P,O, aufwies. Die Bestimmung des darin befindlichen Hexose 
diphosphats aus dem alkaliverseifbaren P eines Ansatzes mit dialysiertem 
Muskelextrakt ergab, daB nur etwa ein Zehntel des gebundenen P aus 
Hexosediphosphat stammte. Eine Abtrennung davon lief sich durch Losen 
in 10 Gewichtsteilen verdiinnter HCl und Abzentrifugieren des beim Neutra 
lisieren ausfallenden Niedersehlags erreichen. Die Wiederholung des Ver 
fahrens fiihrte zu einem reineren Produkt. Dasselbe wurde erzielt durch 
Fallen mit Hg-Nitrat aus schwach saurer Lésung, Zersetzen des Nieder 
schlags mit H,S und Uberfiihren in das Ba-Salz. Ausbeute: 240 mg (rohes) 
Ba-Adenylpyrophosphat. 

Analyse. 2,9mg Substanz: P,O; nach Veraschung 0,347 mg; anot 
ganisches P,O,; 0,0 mg; gefunden 12,0°, P,O,, berechnet 15,4°,. In 7 Mi- 
nuten bei 100° in n HCl abgespalten: 0,231 mg P.O, 67°, des gebundenen 
P,O;. Theorie 67%. 

In 240mg Ba-Salz sind demnach 8°, Pyro-P,O; mg Ay 
halten, entsprechend 9,5 mg Adenylsidure-P, O,. 


ent 


Zur enzymatischen Charakterisierung der isolierten Adenylpyro 
phosphorsaéure wurde die Dephosphorylierung mit Krebsmuskelriickstand 
nach A. Lohmann! vorgenommen, weil hierbei nur eine Phosphorsaure 
gruppe abgespalten wird. Eine von Ba befreite Losung des adenylpyro 
phosphorsauren Ba, enthaltend 8,l mg gebundenes P,O,, wurde auf 
10 cem verdiinnt und mit gewaschenem Krebsmuskelriickstand (6,6 g) 
in 10cem 60 Minuten bei 20° stehengelassen. Dabei wurden 2,2 mg P,O, 
abgespalten 27°... statt theoretisch 33°,. Ferner wurde ein anderer Teil 
mit dialysiertem Kaninchenmuskelextrakt versetzt und hier wiederum 
einerseits die Phosphatabspaltung, andererseits die Ammoniakbildung ge 
109, 


' Diese Zeitschr. 22, 1935. 
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messen. In 60 Minuten bei 20° wurden von 0,78 mg P,O, 0,475 mg P,O 
als anorganisches Phosphat abgespalten 61°, wahrend nach der Theo: 
66,7 °,, zu erwarten sind. Dabei wurden 53 7 N H.-N frei 11 °,, (theoretisc| 
10%). 

Aus diesem Verhalten folgt also, daB es sich hier um Adenylpyro 
phosphat handelt, das als Bestandteil die Muskeladenylséure enthalt 
(die Adenylsaure aus Hefenucleinséiure wird durch Muskelenzym nicht 
desaminiert). Nachdem so erwiesen war, da hier eine Pyrophosphat 
synthese aus praformierter Adenylsdure stattfindet, lag es nahe, de: 
Umsatz iiberhaupt mit Muskeladenylséure auszufiihren, indem di: 
praformierte Adenylsaure zunachst wegdialysiert wurde. SchlieBlic! 
konnte auch durch die weitere Erh6hung der Adenylséurekonzentratio: 
der Umsatz gesteigert werden. Ein Versuch der ersten Art ist z. B. de: 
folgende, in dem zu 5 Stunden dialysiertem Mazerationssaft nachtraglich 
Adenylsaure (0,046 mg P,O,; pro cem Lésung) und ferner Hexose 
diphosphat (0,285 mg P,O, pro cem) zugesetzt und nach 10 Minuten 
Inkubation die Abnahme der Adenylsiure durch Desaminierung, sowir 
das gebildete Pyrophosphat, bestimmt wurden. 


Versuch vom 29, April 1935. Pro cem Ansatz: 





0 . nach mn 924N 


0 Min. vor Zusatz 1,1y N 0 mg Ap. 
0 ae 
10 - os ws 2,0; N‘|78°,, Abnahme 0.074 , ° 8% Synthes 


Der Zeitverlauf des hier stattfindenden Umsatzes geht aus den 
Versuchen der Tabelle I hervor, bei denen 30 Minuten dialysierte; 


Tabelle 1. Zeitverlauf der Umesterung zwischen Adenylsaure und 
Hexosediphosphat. 


Umsatz auf leem Gesamtlésung. 30 Minuten Dialyse. 28°. 





tir Hexose- aster Or 
Adenyl- Anorg. Girung disboo- Monoester mg | 
sdure- P.O; hat ‘ 
_ cin, pha mg Ap be- berechne 
zusatz vor emm mg mg schnet aus Zucker 
mg P,0O * handen ¢ 0 § rechnet | aus Duct 
is CO, PLO P.O; aus P umsatz 


Nr. Datum 


1935 


1 16.VID. 9,75 0.820 1,480 0 - _ 
0.835 0,004 0,720 0,240 0,520 0,378 
0,765 9 0,029 0,875 0,410 0,750 0.538 
0.645 26 0,084 0470 0,670 0,515 0.513 
0510  ! 0,174 0875 1.040 0,376 0,465 
0.545 0,215 0,300 1,070. 0,385 ().482 
0.765 - - 1.480 0 —_ 
0.580 33 0.122 O.180 1.049 0,485 0.586 
0.625 0,160 0,215 1,150! 0,275 0,552 
0685 61 0,196 0,165 1,200 0,215 0,560 
0,770 . _ 1480 0 - _ 
0,685 0.004 0.550 0.230 0,785 0.465 
0.595 S 0,025 0.695 04380 0,530 0,380 
0.660 0.057 0.300 0.480 O,810 0.565 
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\lazerationssaft benutzt wurde, zu dem zusammen mit Hexosediphosphat 
sréBere Mengen Adenylsaure zugegeben wurden. Dabei ist gleichzeitig 
lie Garung bestimmt. wobei die Versuche in aufeinanderfolgenden 
Zeiten durch Einkippen von Saure unterbrochen wurden. 224 emm CO, 
entsprechen 0,71 mg P,O, oder 10°? Millimol. Man sieht, daB bei einer 
\denylsiuremenge, die dem zugesetzten Hexosediphosphat etwa aqui- 
valent ist (0,75 mg P,O, Adenylsaure entsprechen 1,5 mg P,O, Hexose 
diphosphorsaure) schon in 3 Minuten etwa 3 , der Hexosediphosphorsaure 
verschwunden sind, davon nur etwa 10°, durch Garung, wobei noch 
zusatzlich Phosphat aufgenommen wird. Uberhaupt wird, solange noch 
nicht alle Adenylsaure zum Pyrophosphat verestert ist, kein anorganisches 
Phosphat abgespalten. Das ganze bei der Garung freikommende 
Phosphat dient also zur Umesterung. Dabei entsteht Adenylpyro- 
phosphat langsamer, als Hexosediphosphat verschwindet, am Schluls 
jedoch ist annahernd beides einander gleich. Der Gehalt an Monoestet 
ist weniger genau bestimmt und ergibt sich meist verschieden, je nach- 
lem man ihn aus dem Phosphat- oder aus dem Hexoseumsatz berechnet. 
Bei Variation der Adenylsauremenge und konstantem Gehalt an Hexose- 
diphosphat erhalt man Umsiatze, wie sie in Tabelle I] wiedergegeben 
sind. Fiir diese ist 5 Stunden dialysierter Mazerationssaft verwendet, 
um die praéformierte Adenylsaure zu entfernen. In allen Versuchen 
ist in der Versuchszeit (10 Minuten) das Hexosediphosphat véllig ver- 
braucht. Aus diesem Grunde ist der Umsatz der zugesetzten Adenylsaure 
nicht stéchiometrisch, aber gleichwohl ist die Pyrophosphatsynthese um 
so gréBer, je mehr Adenylséiure zugegeben ist. Infolge Fehlens von 
anorganischem Phosphat konnte hier keine zusatzliche Veresterung 
desselben stattfinden, und ferner ist auch die Garung wegen der Er- 
schépfung des Hexosediphosphats in allen Fallen etwa gleich. Dies ist 


ganz anders bei UberschuB von Hexosediphosphat, wie in den folgenden 


Versuchen dargestellt wird. Die Garung ist ein wesentlicher Teil des 
Umsatzes, so daB sich neben der Reaktion (1) noch eine zweite abspielt, 
die schematisch lautet 

] Hexosediphosphat + 1 Adenylsaiure 

1 Adenylpyrophosphat + 2 Alkohol — 2 Kohlensaure. (2) 

Diese Reaktion muB die Energie fiir die Reaktion (1) liefern und beide 
zusammen wirden (bei einer willkiirlichen st6échiometrischen Formu- 
lierung) die Reaktion ergeben 

3 Hexosediphosphat — 2 Adenylsaure 

2 Adenylpyrophosphat + 2 Hexosemonophosphat 

2CO, 2 Alkohol. (3) 


Der Zusammenhang mit der Garung bzw. der Weiterreaktion des 
Hexosephosphats geht daraus hervor, dab a) bei Zusatz von Adenyl- 
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Tabelle Il. Pyrophosphatsynthese mit Adenylsdiure und Hexose best! 
diphosphat in dialysiertem Mazerationssaft (ohne Zusatz vor bis | 
anorganischem Phosphat un >» Uberse B ov »xose . 
em iosph . “6 — UberschuB von Hexose diph 
aiphospnhat). j 
siert 
Versuchsdauer 10 Minuten. 28°. 5 Stunden Dialyse. 
pyr 
Adenvl- Anorg. P, 05 Hexosediphos- mg P.O; Mon 
Datum | siure- Garang phat mg Ap. ester berechnet 
Ni zusatz ia sie mg synthe- Pt 
Pg ha or- ach- P.O; _ vor- tisiert aus Phos- aus 
1935 mg P,O; her her : vorher handen phat Hexos 
1 || 24. 1V. — 0,054 —- 0.280 ; e: 
0,022 0,182 0,071 0,019 0,016 0117 | 0,095 
0,044 0,164 0,068 0,0 0.074 0,096 0,105 
0,088 0,152 0,075 0,0 0,084 0,098 0,102 
By akon 0,054 - 0,280 _— 
0,088 0,182 0,084 0 0,104 0,098 0,09S 
0,176 0,118 0,084 0 0,118 0,098 0.09% 
0,264 0.104 0,080 0 0.132 0.098 0.100 
0,25 
Adel 
saure eine Extragarung auftritt, die bei UberschuB von Hexosediphos Ade! 
phat um so gréBer ist, je mehr Adenylsaure zugegeben wird, und b) dali 
umgekehrt, wenn die Weiterreakion des Hexosediphosphats vollstandiy 
gehemmt ist, keine Synthese von Adenylpyrophosphat aus Adeny! 
siure zustande kommt. 
Mit zunehmender Menge von Adenylsaure steigen dabei sowohl div Wi 
maximale Geschwindigkeit wie auch der Gesamtbetrag der Extra sck 
Ah 
Abb. 2. Steigerung der Giir- 
geschwindigkeit yon Hexosedi 
phosphat mit Adenylsiure. Ver- 
sach vom 23, VIL. 1935. 0,25 cen Abt 
Mazerationssaft, 30 Min. dialy Chir 
siert, mit 1,48 mg P.O; Hexose Vey 
diphosphat und Zusitzen aut Ma 
1,0cem verdiinnt. 1,7: 
Ordinate : emm € Oy in 1 Minute On 
Abszisse: Zeit in Minuten auf 
MI < I Kein Znsatz. ba 
e—e II Adenylpyrophosphat, 0,3 
3 1,4. 10-2 mol. organi- des 
° : H sches Phosphat. 
id i i o—o III Adenylsiure, Or 
/ 1,0.10-2 mol. orga 
0 y ; 8 Min nisches Phosphat. _ 
garung: wenngleich die Entwicklung der Kohlensiure immer etwa- s 
spater beginnt als die Pyrophosphatsynthese, so sind doch beide etwa 
gleichzeitig beendet und man darf auf Grund sonstiger Erfahrungen an 
nehmen, da ein energieliefernder Teilvorgang der Garung, wahrschein li 
lich auch hier die Bildung von Brenztraubewsiure aus Phosphobrenz z 
traubensaure, mit dieser Synthese gekoppelt ist. Dabei wird ein Teil au- k 
neu verestertem, der gréBere Teil aber aus umgeestertem Phosphat F 














sXOse 
Z VO! 


xXxOSe 


————___ 


5 Mon 
rechnet 


aus 
Hexos 


0,095 
0,105 
0,102 
0.098 
D.098 
d.106 


phos 
) dal 
indig 
anv! 


| clic 
Ctra 








Gargeschwindigkeit der Hexosediphosphorsaiure usw. 121 
bestritten. Der Zusammenhang mit der Gargeschwindigkeit ist in Abb. 2 
bis 6 dargestellt. In Abb. 2 ist die Gargeschwindigkeit von Hexose- 
diphosphorsaure pro Minute wiedergegeben, (1) so in 30 Minuten dialy- 
siertem Mazerationssaft, (I]) nach Zusatz von 1,4. 10°? mol. Adenyl- 
pyrophosphat und (III) nach Zusatz von 1,0.10 ? mol. Adenylsaure. 


a safes. Io 
s 


. é “Sr. ig Hf 
4 ~ | 
< + 
0 5 10 15 20Mir 


Abb. 3. Zweimalige Steigerung der Girgeschwindigkeit durch Adenylsdure 
0,25ceem nicht dialysierter Mazerationssaft mit 7,3 mg P.O, Hexosediphosphat und 0,30 mg 
Adenylsiure-P,O0,; auf 0,9ccm aufgefiillt. Nach 10 Min. 0,leem Wasser (I) bzw. 0.3 mg 
Adenylsdure-P, 0; in 0,leem (II) zugesetzt. Konzentration des Hexosediphosphats nach den 
ersten Zusatz 6,1 mg P20; in 1 ¢em. 
Ordinate: emm CO, in 1 Min. Abszisse: Zeit in Minuten 
<---x | Zusatz von 0,3 mg Adenylsiure-P. 0, (0 Min.). 
e@—e I! Beim Pfeil (Vv) Zusatz von weiteren 03mg Adenylsiéure-P, 0; (nach 10 Min 


Im ersteren Fall betrigt die Extragiirung 75emm COs, im zweiten 9%emm CO 


Wahrend Adenylpyrophosphat kaum einen EinfluB hat, wird die Ge- 
schwindigkeit durch Adenylsaure maximal ums zehnfache gesteigert. 
Abb. 3 gibt einen Versuch wieder, wo zweimal, zu Beginn und dann 


Abb. 4. Zweimalige Steigerung der th * 

Gargeschwindigkeit durch Adenylsiure \ 

Versuch vom 13. IX. 1935. 0,25 ecm 4 

Mazerationssaft, 30 Min. dialysiert, mit Pa \ 

174mg P.O, Hexosediphosphat und : 

1,180 mg Adenylsiiure-P, 0; auf 0,7 cem ; 

aufgefiillt. Nach 6 Min. 0,3cem Wasser(1) \ 

bzw. 0,360 mg Adenylséure-P,0; in “9 6 

0,3 .cem (Il) zugesetzt Konzentration g \ ‘a 

des Hexosediphosphats nach dem ersten g \ / 

Zusatz: 0,875mg P,O, in eem R 5 \. fe e 

Ordinate: emm C(O, inl Min. Abszisse . \ e . 
Zeit in Minuten. } \ / ~ 

---x | Zusatz yon 018mg Adeny] J \ / \4 
siiure-P,O, (0 Min.). i M J Soh : 

@ @ Il Beim Pfeil (a) Zusatz vor A ; me hs 
weiteren 0,36 mg (nach 6 Min.) 

0 ; j 9 7 fi Min 


10 Minuten spater noch einmal, Adenylsaure zugegeben ist. Es erfolgt ein 
zweiter Anstieg der Gargeschwindigkeit von praktisch derselben GroBe und 
Form. — Gibt man dagegen zum zweitenmal Adenylsaure zu, wenn die 
Hauptmenge des Hexosediphosphats schon verbraucht ist, so ist det 
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zweite Anstieg flacher (Abb. 4, Zusatz nach 6 Minuten). Die Konzen- 
tration hat in diesen 6 Minuten von 3,4. 10°? mol. Esterphosphat 
auf 1,2.10°-% mol. abgenommen. Ist die Konzentration auf Null ge- 
sunken, so hat Adenylsdurezusatz nur einen geringen EinfluB. Durch 
mehrstiindige Einwirkung des Schmidtschen Desaminaseextrakts 
auf aktiven Mazerationssaft kann man erreichen, da die praformierte 
Adenylsaure aufgespalten wird'. Gibt man zu einem — solchen 
Mazerationssaft nach mehrstiindiger Vorbehandlung mit Desami 
nase Hexosediphosphat, so setzt die Garung erst langsam ein und et 
reicht im allgemeinen eine geringere GréBe, wahrend das Zukippen 
von Adenylséure sofort einen raschen, aber in kurzer Zeit abfallenden 
Anstieg der Garung zur Folge hat. Ein solcher Versuch ist auf Abb. 5 
abgebildet. Ob der Umstand, daB die Garung hier nur verzégert und 


Abb. 5. Zusatz von Adenylsiur 
zu Desaminase-Mazerationssaft 
Versuch vom 27. IX. 1935 
0,25 cem 30 Min. dialysierter Ma 
zerationssaft mit 1,74mg P.O 
Hexosediphosphat auf 1,0 cen 
verdiinnt. 
Ordinate: emm CO, in 5 Mir 
Abszisse: Zeit in Minuten 
fe I Kein Zusatz. 
---x II Mazerationssaft vor 
her 5 Std. mit Des 
{ aminase behandelt 
° e Ill Zu einem Ansatz mit 
Desaminase nacl 
12 Min. bei (¥)0,15 mg 
Adenylsiure - P. 0, 
zugegeben. 
In anderen Faille: 
liegt Kurve IT auch 
niedriger. 


é/ 


(0, /5 Min 


m7) 
oS 





=r. 
S0Min. 


verlangsamt, aber nicht ganzlich unterblieben ist, damit zusammenhangt, 
daB noch eine kleine Menge Adenylsaure? zuriickgeblieben ist oder, dab 
eine gewisse Garung auch ohne Adenylsadure stattfinden kann, mag 
vorlaufig dahingestellt bleiben. Wenn auch innerhalb der Fehler- 
genauigkeit keine Adenylséure mehr nachweisbar ist, ist es nicht un 
wahrscheinlich, daB eine Spur von ihr von dem Desaminaseextrakt 
unangegriffen bleibt und fiir die restierende Garung geniigt. Jedenfalls 
ruft ein Zusatz von Adenylsiure = 30 bis 70 y NH,N pro cem, der det 
praformierten Menge entspricht, eine deutliche Erhéhung der stationaren 
Gargeschwindigkeit des Mazerationssafts (+ Desaminase) hervor. Fiu 


Bei meinen Ansaétzen war dies nach zweistiindiger Einwirkung der Fall. 
* Oder Adenylpyrophosphat. 
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verschiedene Mengen Adenylsaure ist in Abb. 6 der Verlauf der Gar- 
veschwindigkeiten eingezeichnet und in Tabelle II] eine Ubersicht 
yegeben iiber die Pyrophosphatsynthese, die hier im Vergleich zur 
Garung eingetreten ist. Dabei ist indem Ansatz ohne Adenylséurezusatz 
schon eine gewisse praformierte Menge vorhanden. In 15 Minuten ist die 
Wirkung nahezu abgeklungen und die Synthese zum gréBten Teil 
beendet. Bei Zusatz gleicher Mengen Adenylséure und steigenden 
Mengen Hexosediphosphat ist die Garung in allen Fallen gleich, falls ein 
geniigender Uberschu8 von Hexosediphosphat vorhanden ist. 


\bb.6. Girgeschwindigkeit yon Hexose 
diphosphorsaéure mit steigenden Mengen 
Adenylsiure. Versuch vom 7. X. 1935. 
0,25 eem nicht dialysierter Mazerations 
saft mit 1,74 mg P, O;-Hexosediphosphat 12\ 

und Zusiétzen auf 1,0cem. 


Ordinate: emm CQ, in 1 Min. Abszisse = 
Zeit in Minuten SS gl 

_— I Kein Zusatz. => ° 

<—x II 0.0150 mg Adenylséure- P.O S 
zugesetzt. . 

s—s Il 0,150 mg Adenylsiure-P.0 bt 
zugesetzt. 

s—o IV 0,30 mg Adenylséure-P, O, zu- 
gesetzt. 





ee V 0,56 mg Adenyliure-P. 0, zu 
gesetzt. 


y 


0 3 . Fr 8 15Min 





‘| 


Tabelle HII. Zusammenhang der Garung von Hexosediphosphor- 
sdure und Pyrophosphatsynthese. 
Versuch vom 7. Oktober 1935. Vgl. auch Abb. 6. 0,25 cem nichtdialysiertet 
Mazerationssaft auf | ccm Hexosediphosphat (1,74 mg P,O;). Versuchs- 
dauer 14 Minuten. 





ss 
Adenylsdare- Garung 
Nr zusatz Vorhander mg Ap 
mg P.O anorg. P.O entstanden entspricht 
. 4 emm CO, meg PLO 
I 0,0 0,789 ~ 10 0,030 
9 0,015 0.780 0.070 15 0,045 
3 0,150 0,770 0,270 49 0,150 
4 0,300 0,680 0.560 62 0.20 
5 0,560 0,470 0,850 109 0.350 


Wenn auch bei Vergarung von Hexosediphosphat das fiir die Pyro 


phosphatsynthese benétigte Phosphat bei gréBeren Mengen Adenylsaure 
zu einem Teil aus anorganischem Phosphat stammt, so findet doch eine 


Synthese nur im Zusammenhang mit der Weiterreaktion des Hexoseesters 
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statt. Ohne Anwesenheit von Hexosediphosphat bleibt die Adeny!| 
siure unverandert. Aber auch, wenn die Garung durch Fluorid ode: 
Jodessigsaure gehemmt ist, wird die Synthese verkleinert. So 
betrug sie bei Einwirkung von !/ 999) Jodessigsiure wahrend 45 Minuten 
nur noch 0,05mg Ap. statt 0,6mg Ap. ohne Vergiftung. In Gegenwart 
von Fluorid, wo es gleichzeitig zur Bildung von schwer hydrolysierbarem 
Ester kommt, ist die Pyrophosphatsynthese allerdings noch deutlich 
und betragt bei n/10 bis n/20 NaF 30 bis 40°, der iiblichen!. 

Aus fritheren Arbeiten dieses Instituts?, sowie denen anderer Autore: 
ist bekannt, dafi Hexosemonophosphat in frischem Mazerationssaft 
rascher reagiert als Hexosediphosphat, wobei gleichzeitig mit de: 


9 — 
fie. 
o , 
$ y 
3 Wi 
S 6 aa 
g “sit & > 
RS OK ox 
4. --- >< -----/-- 
4 | i 2 -al 
2 f 
0 10 20 30 W 50MIN 
Abb. 7. Girgeschwindigkeit von Hexosemonophosphat mit Zusatz von a) Adenylpyrophosp! 


ind b) Adenylsiure. Versuch vom 1. X. 1935. 0,25cem 30 Min. dialysierter Mazerationssaf: 
mit 14mg P.0.-Neuberg-Ester und Zusitzen auf 1,0 cem. 


Ordinate: emm CO» in 1 Min. Abszisse: Zeit in Minuten 
x----x I Kein Zusatz. 
IT 056mg Adenylséure-P, O; 
e e Til 1,17mg Pyro-P,0,; Adenylpyrophosphat. 


Beim Pfeil (a) (22 Min.) sind die Parallelansaitze verarbeitet, deren Analyse in Tabelle 


wiedergegeben ist 


Garung eine teilweise Veresterung zu Hexosediphosphat stattfindet. Di 
durch Adenylsiure hervorgerufene Garungsbeschleunigung kann aber 
nicht allein damit erklirt werden, daB sie zur Bildung von Hexose 
monophosphat AnlaB gibt. Denn die Garbeschleunigung kommt zum 
Stillstand, wenn die Synthese des Pyrophosphats beendet ist und e1 
hebliche Mengen Hexosemonophosphat noch vorhanden sind. Uberhaupt 
tritt in einem 30 Minuten dialysierten Extrakt die rasche Vergarung de-= 
Hexosemonophosphats nicht so leicht ein wie in frischem Mazerations 
saft. Ferner ergibt sich, dali Hexosemonophosphat mit Adenylpyro- 


' Anmerkung bei der Kovrektur. In der angefiihrten Arbeit von Lutwak 


Mannu. Mann tinden die Autoren nur geringe Hemmungen durch Nak 
und Jodessigsiure. 2 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 185. 
114, 1927. 
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phosphatzusatz nicht rascher vergart als ohne diesen. Gibt man dagegen 
\denylsdure zu, so kommt es zu einer gewissen Garbeschleunigung, 
etwa aufs Doppelte, die erheblich hinter derjenigen mit Hexosediphosphat 
zuriickbleibt (vgl. Abb. 7). Hierbei findet ebenfalls eine Pyrophosphat- 
synthese statt. Die Versuchsdaten zeigt Tabelle lV. Eine zusatzliche 
Vergarung des Hexosemonophosphats kénnte nach der Gleichung 
verlaufen: 


2 Hexosemonophosphat + Adenylsiure —~ Adenylpyrophosphat 


4 Kohlensaure + 4 Alkohol. 


Allerdings ware es auch méglich, daB sie verursacht wird durch die 
raschere Vergarung des durch Umesterung neu gebildeten Hexosediphos- 
phats und daB die Adenylsdure direkt auf die Vergarung des Hexose 
monophosphats keinen EinfluB hat. 


Tabelle IV. Pyrophosphatsynthese bei der Garung von Hexose- 
monophosphat. 
Versuch vom 1. Oktober 1935. Je 14mg P,O; Neuberg-Ester zu 1 cem 


Losung mit 0,25 cem 30 Minuten dialysiertem Mazerationssaft. 





Zusatz Girung mg P.O 
\nsatz | 4P-: Pyro-P, 05) Zeit in mg P20 
wise Ad.: Adenyl- Min. anorgan emm mg alkali- Hexosedi- 4 
siure-P, O; COs P.O; verseifb. phosphat oF 

a 0 0 1.380 —< 0.05 
99 1.290 50 0.080 0.04 0,115 

b 1,17 mg Ap. 0 1,390 _ = 0,05 1,17 
22 1,420 35 0,056 0,110 0,110 1,18 

e 0,56 mg Ad. 0) 1,385 — 0,075 — - 
22 1,240 37 0,059 0,050 0,330 

Diskussion. 


Die hier aufgefundene Umesterung ist zu komplex, um ohne genaue 
Analyse der Teilvorgange eine stéchiometrische Formulierung zu er- 
méglichen. Es diirfte aber wesentlich sein, daB ein gewisser Teil des durch 
die Umesterung seines Phosphats beraubten Diesters der raschen Ver- 
garung unterliegt oder mindestens sich unter neuer Phosphataufnahme 
his zur Phosphoglycerinsdurestufe umlagert. Diese Reaktion hangt 
zweifellos mit der Besonderheit der Vergérung des Hexosediphos- 
phats zusammen, die sich ja durch ihre Langsamkeit von der 
Zuckergaérung unterscheidet. Dies beruht, wie wiederholt ausgefiihrt 
wurde, im Grunde darauf, daf8 nur der gar nicht oder unvollstandig 
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phosphorylierte Zucker durch die Umesterung mit Phosphobrenz 
traubensaure (auf dem Wege tiber Adenylsdure) zu einem instabilen Ve: 
esterungsprodukt wird, das rasch reagieren kann. Umgekehrt kann nu 
aber offenbar die stabile Hexosediphosphorséure dadurch reaktivier 
werden, dal} sie bei iiberschiissiger Adenylsiure Gelegenheit hat, Phos 
phat abzugeben. Dieser ProzeB bedarf jedoch einer aus der Garung 
stammenden Energieiibertragung, entweder auf die Adenylsaure oder da- 
Hexosediphosphat. In welchem Umfang hierbei Hexosemonophosphat 
neben Hexose und Adenosindiphosphat neben Adenosintriphosphat aut 
treten, muB dahingestellt bleiben. Im Zusammenhang mit den in dei 
vorstehenden Arbeit von O. Meyerhof und W. Kiessling mitgeteilte: 
Befunden ergibt sich danach die folgende Reaktionskette 


stabile Hexose 
> diphosphorsiiur 


+ Adenylsiur 


Adenylpyrophosphat _. instabile Hexosediphosphorsaure 
+ Hexose _ + Adenylsaure 


hKoppelung mit Girung 


Die Ursache der niederen Gargeschwindigkeit des Hexosediphosphat- 
gegeniiber der Hexosegarung kénnen wir nach dem vorhergehenden 
darin sehen, daB sie bedingt ist durch die spontane Zerfallsgeschwindig 
keit des Adenylpyrophosphats, fiir dessen bewegliche Phosphorsaure 
gruppen kein Akzeptor vorhanden ist. Bei den Hexosen dagegen wird 
die Gargeschwindigkeit, wie kiirzlich dargelegt!, bestimmt durch deren 
Veresterungsbereitschaft, d.h. aber in letzter Linie durch deren Um- 
esterungsfahigkeit mit Adenylpyrophosphat, dessen bewegliche Phospho: 


sduregruppen sie aufnehmen. Denn die Phosphobrenztraubensaure 


reagiert ja, wie von Parnas, H. Lehmann u. a. gezeigt und in dei 
vorstehenden Arbeit von O. Meyerhof und W. Kiessling erértert ist 
mit freier Adenylsiure unter Bildung von Adenylpyrophosphat. Dies 
ist ebenso im Verlauf der Garung des Hexosediphosphats de: 
Fall wie bei der Garung der Hexosen. Das so entstandene Adeny!| 
pyrophosphat bleibt aber im ersteren Falle liegen, wahrend es 
bei den Hexosen durch die Umesterung sofort wieder zu Adeny!l- 
siure wird. Es bleibe dahingestellt, wieweit bei der Garung det 
Hexosediphosphorsaéure die Umesterung zu Hexosemonophosphat nach 
Gleichung (1) beteiligt ist und wieweit diejenige nach Gleichung (2 
in Betracht kommt. Bei Gleichung (2) diirfte die Umesterung von seite: 
der Phosphobrenztraubensaure erfolgen. Eine genauere Formulierung 
der Reaktionen setzt eine weitere Isolierung der Teilvorginge voraus 
als sie in dieser Arbeit vorgenommen wurde. 


1 O. Meyerhof, Helv. Chim. Act. 18, 1030, 1935; 0. Meyerhof u. W. Kiess 
ling, diese Zeitschr. 281, 249, 1935. 
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Zusammenfassung. 

Hexosediphosphat estert sich im Hefemazerationssaft mit prafor 
mierter Adenylsaure um zu Adenylpyrophosphat, wobei ein Teil des 
Hexosediphosphats vergart, und ein anderer Teil zu Hexosemonophosphat 
wird. Das synthetisierte Adenylpyrophosphat wurde isoliert und erwies 
sich als identisch mit dem von A. Lohmann aus Muskulatur dargestellten, 
was besonders durch die spezifischen enzymatischen Reaktionen er- 
wiesen wird. Die Umesterung steht im Zusammenhang mit der Gar- 
geschwindigkeit der Hexosediphosphorsaure, die sich durch weiteren 
Zusatz von Adenylsaure steigern laBt. Je hoéher die Adenylsaure- 
konzentration, je gréBer die maximale Gargeschwindigkeit, wobei, 
aihnlich wie bei der Vergarung mit Arseniat, die Garung allmahlich zum 
Maximum ansteigt. Auch die Garungsgr6Be des Hexosemonophosphats 
wird durch Adenylsdure etwas, aber weniger gesteigert und auch hiet 
kommt es zur Synthese von Adenylpyrophosphat. Dagegen hat Zusatz 
von Adenylpyrophosphat auf die Gargeschwindigkeit der Hexose- 
diphosphorsaure keinen Einflu : diese ist demnach offenbar im stationaren 
Zustand durch die spontane Aufspaltungsgeschwindigkeit des Adenvy| 
pyrophosphats bestimmt. 























Uber Kreatinphosphorsiuresynthese 
in Organextrakten und in lebenden Spermatozoen'. 


Von 
Isabel Torres (Madrid). 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1935.) 


Nachdem von H. Lehmann*® gezeigt ist, daB die Parnassche Um 
esterungsreaktion : 
Phosphobrenztraubenséure — Kreatin = Kreatinphosphorsaure 
Brenztraubensaure 


in dialysiertem Muskelextrakt in Gegenwart von Adenylpyrophosphat 
eine betrachtliche Synthese von Kreatinphosphorséiure veranlassen 
kann, erschien es von Interesse festzustellen, ob die an der Umesterung 
beteiligten Fermente auch in andern Zellarten wirksam sind, und ob 
ein Zusammenhang besteht zwischen dieser Reaktion und dem Gehalt 
der Organe an Kreatin beziehungsweise ihrer Funktion. Ich habe 
deshalb auf Vorschlag von Prof. Meyerhof aus verschiedenen Warm- 
bliiterorganen Extrakte hergestellt und mit den in der Arbeit von 
H. Lehmann angegebenen Methoden die Umesterung der Phospho 
brenztraubensaure zu Kreatinphosphorséure gemessen. Dabei wurde 
stets auch die Abspaltung von anorganischem Phosphat und in einer 
Xeihe von Fallen der Verbrauch an Phosphobrenztraubensaéure und die 
Bildung der Phosphoglycerinsdure bestimmt. 

Nach Feststellungen von K. Lohmann und Ph. Schuster? ist det 
Gehalt an Gesamtkreatin weitaus am gr6Bten im quergestreiften Muskel. 
dann folgen Hoden, Herz, Zentralnervensystem, verschiedene Driisen 
und die Milz in der Reihenfolge ihres Gehalts: einige andere Organe, wie 
Lunge, Ovarien, Niere, Leber, Blut, besitzen nur ganz geringfiigige 
Mengen an Kreatin. 

Fiir meine Versuche wurden in der Regel frische, undialysierte 
Extrakte verwandt, weil, offenbar infolge des geringeren Ferment 

' Einige Vorversuche sind von Herrn Professor Rokuro Akano (Kioto 
in diesem Institut ausgefiihrt. * Stipendiatin der Junta para Ampliacion 
de Estudios, Madrid. 3 Diese Zeitschr. 281, 271, 1935. Inzwischen 
erschienen weitere Arbeiten aus dem Laboratorium von J. K. Parnas, 
ebenda 279, 82, 85, 94, 1935, und von Needham u. van Heyningen, Biochem. J 
29, 2040, 1935. ' Erscheint spater in dieser Zeitschr. 
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vehalts, die Synthesefahigkeit durch Altern und Dialyse, wie verschiedene 
orientierende Versuche zeigten, sehr geschwacht wurde. Infolgedessen 
ist aber auch in allen Fallen die Abspaltung des anorganischen Phosphats 
groB und stammt, wenigstens zu einem gewissen Teil, aus aufgespaltener 
Phosphobrenztraubensaure, wobei mdglicherweise die Spaltung auf 
dem Wege iiber die Kreatinphosphorsdure vor sich geht. 

Zur Herstellung der Extrakte wurden die einzelnen Organe in der Reib- 
schale mit '/, Volumen Wasser unter Eiskiihlung verrieben, zentrifugiert ; 
je 1,5 cem der iiberstehenden Lésung abpipettiert und durch Zusatze auf 
4cem aufgefiillt. Als Zusatz dienten: 1 cem Phosphobrenztraubenséure 
mit 1,5 bis 3,6mg gebundenem P,O,;, 0,2 cem Adenylpyrophosphat mit 
0,2 mg Pyro-P,O;, 0,5 cem Kreatin (6,25 mg), 0,1 cem = 0,1 mg Mg und 
0,leem m/10 Na,HPO,. Das Fermentgemisch wurde verschiedene Zeit 
bei 37° inkubiert, dann mit Trichloressigsiure enteiweiBt und der Umsatz 
der P-Fraktionen gemessen. Dabei wurde der nach 30 Minuten erfolgte 
Umsatz bestimmt (vgl. Tabelle I), in einzelnen Fallen auch der Zeitverlauf 
(Tabelle II). In beiden Tabellen sind die gleichen Organe mit derselben 


Nummer versehen. 


Tabelle I. Kreatinphosphorsauresynthese in verschiedenen 
Saugetierorganen. 


Umsatz in 30 Minuten bei 40°C. 





mg P, O; pro 1,5 cem Extrakt aus 1 g Organ (Frischgewicht 


) > ane. bs 
Phosphobre nz Bildung Auf 


Kreatinphosphorsaure 
Nr. Tierart Organ traubensdure Phospho- spaltung I t 


Ver- glycerin- pan oo : 30 
Zusatz brauch S4ure Phosphat 0 Min. Min. Bildung 
1 Kaninchen Hoden 3,50 2,50 0,64 1,56 | 0,38 1,64, 1.26 
2 Stier n 1,81 1.45 0,94 0,66 | 0,28 0,74 0,46 
3a Kaninchen Niere 1,84 1,61 0,38 1,31 O18 0,82 0,64 
b ? 3 1,98 _ 1,32 || 0,17 | 0,92; 0,75 
4 ‘ Herz 3.60 2.75 1,97 0,68 § 028 0,74 0,46 
5 M Darm- 3,64 311 0,75 238 | 0.22 0.62 0.40 
schleimhaut 

ba Rind Milz 1,65 | 1,25 0,45 0,90 (0,20 0,45 0,25 
b Kalb ‘ 1,98 _ 1.37 0.20 0,56 0,36 
¢ “ = 1,98 1,46 0.14 0.54) 0,40 
d Ps ‘ 1,98 ao 146 0,22 0,47 0,25 
7a Kaninchen Gehirn 1.81 1,30 0,39 0.81 0.18 0,56 0.38 
b m . 1,98 166 O18 0,52. 0,34 
Sa Rind Pankreas 1,80 , 1,51 0,31 1,39 0.18 046 0,28 
a - 1,98 — 147 921 040 0,19 
9a Kaninchen Leber 1,74 1,52 0.53 1,00 0,22 9,49 0,27 
b . . 1,98 1,31 0.08 044 0,36 

10) ss Blut- 1,98 - — 032 020 021 0.0 

kérperchen 


Die gefundenen Werte iiber die Umesterungsfahigkeit der Organ- 
extrakte stimmen insofern mit der Reihenfolge des Kreatingehalts 
iiberein, als die erstere, nachst dem Muskel, am héchsten ist im Hoden- 
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Tabelle II. Zeitverlauf der Kreatinphosphorsauresynthese. 





mg P, 0; pro g Frischgewicht 


- : Zusatz 
Nr. Datum Tierart Organ —— Phospho- Auf- Kreatin- 
t —- : spaltung eee 
1935 sure ; 
3 24. VI. Kaninchen Niere 0 1,98 nes 0,17 
5 1,98 0,78 0,29 
30 1,98 1,32 0,92 
4 10. VII. is Herz 0 3,60 0,28 
5 3,60 0,16 0,48 
30 3,60 0,68 0,74 
5 #10. VIL. “i Darm 0 3,54 0,22 
5 8,54 0,70 0,34 
30 3,54 2.38 0,62 
6 4. VII. Kalb Milz 0) 1,98 0,20 
5 1,98 1:37 0,39 
30 1,98 1,37 0,56 
8. VII. mn 2 0 1,98 0,14 
5 1,98 1,31 0,28 
30 1,98 1,46 0,54 
8. VII. : ‘ 0 1,98 — 0,22 
5 1,98 13! 0,45 
30 1,98 1,46 0,47 
7 9. VII. Kaninchen Gehirn 0 1,98 - 0,18 
5 1,98 1,34 0,48 
30 1,98 1,66 0,52 
8 8. VII. Rind Pankreas 0 1,98 — 0,21 
5 1,98 0,75 0,33 
30 1,98 1,47 0,40 
9 9. VII. Kaninehen Leber 0 1.98 a 0,08 
: 5 1,98 1,18 0,31 
30 1,98 1,31 0,44 
10 9, VII. é Blut- 0 1,98 0,20 
kérperchen * 5 1,98 0,32 0,25 
30 1,98 0,32 0,21 


* Himolysat: 4 Teile gewaschene Blutkérperchen + 6 Teile Wasser, durch Kochsalz 
und Phosphat isotonisch gemacht und die Stromata abzentrifugiert. 


extrakt, wihrend andererseits die Blutkérperchen praktisch wirkungslos 
sind. Die Unterschiede zwischen anderen Organen sind dagegen weniger 
deutlich, héchstens scheint die Synthesefahigkeit der Niere noch relatiy 
groB zu sein. Die Synthese ist in den Kaninchenorganextrakten gréBer, 
was wahrscheinlich damit zusammenhangt, daB diese sofort nach dem 
Tode des Tieres unter guter Kiskiihlung hergestellt werden konnten. 
waihrend die Organe vom Rind und Kalb vom Schlachthaus bezogen 
wurden. 
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Aus den Bestimmungen der Phosphobrenztraubensaure ergibt sich, 
iaB durch alle Organextrakte 70 bis 90°, von ihr in 30 Minuten umgesetzt 
sind. Dabei ist stets ein Teil zu Phosphoglycerinsaure geworden, ein Teil 
«a Kreatinphosphorsaure, wahrend ein anderer, meist kleiner Anteil zur 
Vermehrung des anorganischen Phosphats beitragt. So berechnet sich 
z. B. aus Versuch | mit Hodenextrakt, daB von 2,5 mg P,O, verbrauchter 
Phosphobrenztraubensaure 0,64 mg P,O, Phosphoglycerinsaure und 
1.26 mg P,O, Kreatinphosphorsaure gebildet sind, so daB noch 0,6 mg 
zu der Bildung von anorganischem Phosphat beisteuern konnten, die im 
ganzen 1,56 mg P,O, betragt. GroB ist die Phosphatabspaltung aus 
Phosphobrenztraubensaure nur im Extrakt aus Darmschleimhaut, was 
wohl mit dem hohen Gehalt derselben an auf den Zuckerabbau ein- 
gesteliten spezifischen Phosphatasen zusammenhangt!. 

Wie Tabelle II zeigt, ist schon in allen Organextrakten ein gering- 
figiger Gehalt an Kreatinphosphorsaure nachweisbar, aber kaum iiber 
der Fehlergrenze der Methoden. Im Hamolysat (Nr. 10) andert er sich 
nicht, wahrend er in den iibrigen Extrakten weiter ansteigt, wobei meist 
schon in 5 Minuten eine erhebliche Zunahme erfolgt. 

Da von allen Organen der Hoden durch starkste Synthesefahigkeit 
ausgezeichnet ist, lag die Frage nahe, ob dies auf die Spermatozoen zu 
beziehen ist und in Zusammenahng mit deren Bewegungsfahigkeit 
stehen kénnte. Nachdem von Redenz aus diesem Institut gezeigt war’, 
daB die Spermatozoen eine starke anaerobe und aerobe Glykolyse be- 
sitzen, sowie, da in Abwesenheit von Sauerstoff die Bewegung an die 
Gegenwart von Zucker gebunden ist, teilte kiirzlich Jwanoff mit®, daB 
Halogenessigsiure in Konzentrationen, die die Milchséurebildung auf- 
heben, die Bewegung der Spermatozoen in Stickstoff nicht hemmt. 
Danach war daran zu denken, daB im Spermatozoon ein ahnlicher 
Mechanismus wie im Muskel vorlage, und daB die Milchséurebildung dann 
in beiden Fallen zur Resynthese von Kreatinphosphorsaure diente. 
Deshalb sind von mir die Spermatozoen vom Stier besonders auf ihre 
Synthesefahigkeit gepriift worden. Sie wurden nach Redenz aus dem 
Ductus epididymidis entnommen. 

Um ein giinstiges Milieu zu schaffen und gleichzeitig die Prostata- 
fliissigkeit zu entfernen, wurden die Spermatozoen in inaktiviertem 
Pferdeserum suspendiert und zweimal damit gewaschen. Das Serum 
wurde schlieBlich fiir den Versuch durch Zusatze aufs Doppelte verdiinnt. 
Der Zusatz enthielt 0,1 mg Mg, Adenylpyrophosphat: 0,1 mg Ap; 6 mg 
Kreatin, 0,1 com m/10 Na,H PO, und jeweils in einem Ansatz Phospho- 
brenztraubensaure mit etwa 4 mg P,O,;. Der Gesamtansatz betrug 5 cem 


1 Vgl. Laszt u. Stillmann, diese Zeitschr. 278, 401, 1935. —- * Diese 
Zeitschr. 257, 234, 1933, —- * Ebenda 278, 101, 1935, 
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mit etwa 100mg Spermatozoen (Frischgewicht). In der folgenden 
Tabelle III sind alle Zahlen auf 1g Frischgewicht der Spermatozoen 
umgerechnet. Zur Bestimmung des Gewichtes wurden 2cem_ einer 


Spermatozoensuspension in Ringerlésung auf der Zentrifuge gewaschen, 
bei 100° getrocknet, das Trockengewicht auf der Mikrowaage bestimmt 
und das Frischgewicht durch Multiplikation mit 5 daraus berechnet. 
Wie Tabelle LII ergibt, findet in einer Suspension von Spermatozoen 
in Serum in der Tat eine erhebliche Synthese von Kreatinphosphorsaure 
statt, die an die Gegenwart von Phosphobrenztraubensaure gekniipft ist. 
Ob die Spermatozoen gewaschen waren oder direkt aus dem Ductus in 
Serum suspendiert wurde, machte keinen Unterschied (vgl. Versuch 4b,d), 
ebensowenig, ob sich das Sperma in der Versuchszeit in Luft, Stickstoff 
oder Sauerstoff befand. Geringer war dagegen die Syathese in Ringer- 
Bicarbonat (vgl. Versuch 7) und blieb in Versuch 5, wo das Sperma un- 
beweglich, also vermutlich tot war, ganz aus. Auch ist die Synthese 
geringer, wenn kein Kreatin zugegeben wird (Versuch 6d). Danach muB 
sowohl die Phosphobrenztraubensaure wie das Kreatin in die Sperma- 
tozoen eindringen. Die Synthese geht offenbar rasch, denn nach Ver- 
such 3 ist sie schon in 10 Minuten praktisch beendet. Es erscheint 
danach gut méglich, daB die Kreatinphosphorsaure fiir die Bewegung der 
Spermatozoen eine ahnliche Rolle spielt wie im Muskel. 


Zusammenfassung. 

Die Umesterung von Phosphobrenztraubensaure auf Kreatin- 
phosphorsaure geht in verschiedenen Organextrakten vor sich, am 
starksten, nachst dem Muskel, im Hodenextrakt, und ist hier offenbar an 
die Spermatozoen gekniipft. Jedenfalls zeigen die lebenden und in 
Serum gewaschenen Spermatozoen bei a4uBerem Zusatz von Phospho- 
brenztraubensiure und Kreatin eine betrachtliche Synthese von 
Kreatinphosphorsaure. 

















Kin Beitrag zur Beleuchtung der hemmenden Wirkung yon 
Oxydationsmitteln auf proteolytische Enzymtitigkeit: Uber di: 
Natur der Einwirkung von Kaliumbromat und analogen Stoffen 
auf die Backfahigkeit des Weizenmehles. II. 
Von 
Holger Jorgensen. 
(Aus dem Laboratorium der A. G. Dansk Gerings-Industri, Kopenhagen. 
(kingegangen am 30. Oktober 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit (1) [Zusammenfassung in (2)] hat 
der Verfasser versucht, die bisher unbekannte Ursache fiir die giinstigs 
Einwirkung ausfindig zu machen, die eine Reihe oxydierender Salze 
deren typischer Vertreter K BrQ, ist, auf die Backfahigkeit des Weizen- 
mehls ausiiben kann. Bei den in der genannten Abhandlung (1) be- 
schriebenen Versuchen wurde festgestellt, daB Bromat und die anderen 
backfahigkeitverbessernden oxydierenden Salze eine starke Fahigkeit 
besitzen, die Wirkung gewisser Proteinasen, die wir in der vorliegenden 
Abhandlung als ,,die bromathemmbaren Proteinasen“ bezeichnen werden. 
zu hemmen. Es wurde in der Abhandlung (1) gezeigt, da die Ursache. 
weshalb Bromat und analoge Stoffe die Backfahigkeit von Weizenmeh| 
verbessern kénnen, gerade die ist, daB diese Stoffe gewisse Proteinasen- 
wirkungen in Teigen hemmen kénnen. 


_ Man mu8 nun a priori damit rechnen, da in einem garenden Teig eine 
Wirksamkeit sowohl von Proteinasen, die vom Weizen (Mehl) stammen, 
als auch von Proteinasen, die von der Hefe stammen, stattfindet. — Es 
entsteht dann die Frage: Sind es die vom Weizen (Mehl) stammenden 
Proteinasen oder die von der Hefe stammenden Proteinasen im Teig, die 
das Bromat hemmt ? Oder werden beide Arten Proteinasen gehemmt ’ 
DaB der Weizen (das Mehl) bromathemmbare Proteinasen an den Teig 
abgibt, wurde in der genannten Abhandlung (1) deutlich gezeigt. Es 
steht noch die Frage offen: Wirken in einem garenden Teig auch 
bromathemmbare Proteinasen, die von der Hefe stammen ? 


Diese Frage lieB der Verfasser in der vorhergehenden Abhandlung (1) 
offen, a4uBerte jedoch als seine Auffassung (I. c. $8. 18 —19), daB die Hem- 
mung der Wirkung der vom Weizen (Mehl) stammenden Proteinasen 
durch die Oxydationsmittel weit wichtiger sein muB als eine eventuelle 
Hemmung der Wirkung der von der Hefe stammenden Proteinasen. Es 
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wurde angeftihrt (l.c. 8.19), daB weitere noch nicht veréffentlichte 
Versuche diese Auffassung bestairkten. Diese weiteren Versuche sollen 
nun ver6ffentlicht werden. 


Wenn man die neuesten Ergebnisse der Erforschung der Proteinasen 
der Hefe in Betracht zieht, wird man geneigt sein, die Frage: ,,Findet in 
einem gérenden Teig eine Wirksamkeit von bromathemmbaren 
Proteinasen, die von der Hefe stammen, statt’*, mit Nein zu beantworten. 
Denn die moderne Auffassung ist zweifellos die, da Hefe ihre Proteinasen 
sehr hartnackig zuriickhalt und nur wenig dazu neigt, sie an die Um- 
gebung abzugeben. 


W.Grassmann und Mitarbeiter [(3) 8.61, (4) 8.127] zeigten, daB 
Hefe, selbst bei Autolyse in Gegenwart von Zellgiften, in den ersten 
Stunden der Autolyse nur ganz unbedeutende Mengen von Proteinasen 
abgibt; erst nachdem die Autolyse z. B. 15 Stunden gedauert hat, 
setzt die Freilegung der Proteinasen ein. Man kann auf Grund dieser 
Feststellungen nicht erwarten, daB die Hefe in einem girenden Teig, der 
nur wenige Stunden liegt, mehr als ganz unbedeutende Mengen von 
Proteinasen an den Teig absondern soll. 

Andererseits ist es eine haufige Erfahrung der Praxis, daB die 
Proteinstoffe in Teigen, die mit Hefe hergestellt werden und ganz be- 
sonders in Teigen, die mit Backerei-T'rockenhefe hergestellt werden, 
einen anderen Charakter erhalten als die Proteinstoffe in Teigen, die mit 
anderen Backmitteln hergestellt werden. Dies scheint dafiir zu sprechen, 
daB die Hefe doch Proteinasen an den Teig abgeben muB. Weiter ist 
unter den Praktikern, die sich mit backfahigkeitverbessernden Mitteln 
beschaftigen, die Anschauung verbreitet — und sicher mit Recht — dab 
der Einflu8 des Bromats auf die Eigenschaften der Teigproteinstoffe 
starker ist, wenn dem Teig Hefe zugesetzt ist als wenn dies nicht der 
Fall ist. Diese Erfahrung kénnte ja — wenn man erinnert, da’ in der 
Abhandlung (1) gezeigt wurde, da Bromat Proteinasewirkungen 
hemmen kann — auch darauf hindeuten, daB die Hefe Proteinasen an 
den Teig abgibt, und zwar bromathemmbare Proteinasen. 


Hier stehen also zwei Gruppen Erfahrungen einander gegeniiber: 
Einerseits weiB man, daB Hefe sehr abgeneigt ist, Proteinasen an die 
Umgebung abzugeben, andererseits ruft das Vorhandensein von Hefe 
unstreitbar einen erhéhten Proteinaseangriff auf die Proteinstoffe des 
Teiges (Mehls, Weizens) hervor. Welches ist die Erklarung fiir diese, an- 
scheinend so widersprechenden Erfahrungen ? 

Die Versuche in der vorliegenden Abhandlung zeigen, dap die 
Erhéhung der Proteinaseaktivitdt in einem Teig, die der Zusatz von Hefe 
unbestreithar hervorruft, dadurch zustande kommen kann, dap durch das 
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Vorhandensein der Hefe im Teig die Mehl-(Weizen-) Proteinasen di 
Teiges aktiviert werden. 

Was den Mechanismus der Aktivierung der Proteinase des Mehis 
(Weizen) durch die Hefe anlangt, so kann mit Bezug auf Backere: 
Trockenhefe gesagt werden, daB die Aktivierung, jedenfalls teilweise, du 
durch zustande kommt, dap die Hefe an den Teig einen Aktivator (ein 
Phytokinase) abgibt, welche dann die Mehl-(Weizen-) Proteinasen, di: 
im Teig vorhanden sind, aktiviert. Besonders viel spricht dafiir, dat 
dieser Aktivator (Phytokinase) jedenfalls teilweise aus Glutathion besteht. 


I. 


Wie in der vorausgehenden Abhandlung (1), haben wir auch in dei 
vorliegenden Arbeit durch Extraktionsversuche mit Mehl-Wasser-Suspen. 
sionen die Verhaltnisse aufgeklart. Die Extraktionsversuche wurden fei/s 
mit einem in jeder Hinsicht wnbehandelten Weizenmehl, teils mit einem 
wirmebehandelten Mehl ausgefiihrt, das aus dem unbehandelten Meh! 
durch eine starke langwierige Erwarmung hergestellt war, von der man 
vermuten mubte, daB sie die Proteinasen des Mehls zerstéren oder stark 
schwachen wiirde. 

Bei den verschiedenen Extraktionen dieser Mehlsorten wurden ver 
schiedene Salze (K Br oder K BrO,) zugesetzt, weiter wurden einige der 
Extraktionen mit und andere ohne Zusatz von Hefe ausgefiihrt. 


Das unbehandelte Mehl war aus schwedischem Sommerweizen ver 
mahlen; es enthielt 15,3°, Wasser und auf Trockensubstanz umge 
rechnet — 2,46°, N und 0,55°% Asche. Das Mehl war, als es fiir die im 
folgenden beschriebenen Versuche benutzt wurde, 12 bis 20 Tage gelagert 
worden. 

Das wdrmebchandelte Mehl war aus dem vorstehend beschriebenen 
unbehandelten Mehl durch Erwarmung auf 95° wahrend 12 Stunden her 
gestellt: Das Mehl wurde in flache Blechdosen der Abmessungen 25 x 11 

3em gebracht; diese Blechdosen wurden darauf in einen elektrisch 
erwirmten Warmekasten gebracht, in welchem die Temperatur auf 95° 
gehalten wurde. Die Erwarmung des Mehls wurde nach 6 Stunden unter 
brochen und dann das Mehl aus den Blechdosen herausgeschiittet. Es wurde 
gleich umgeschaufelt und wieder in die Kasten gebracht, die dann wieder 
in die Warmekasten eingesetzt wurden und dort weitere 6 Stunden bei 95° 
verblieben. Diese Unterbrechung der Erwarmung sollte dazu dienen, eine 
gleichmaBige Erwarmung des Mehls zu sichern. 

Nachdem das Mehl im ganzen 12 Stunden auf 95° erwarmt gewesen 
war, wurde es gleich durch ein Seidengazesieb mit 30 Faden pro em gesiebt 
(um Klumpenbildung zu vermeiden). Nach der Abkiihlung wurde das Meh! 
aller Dosen in einer Mischtrommel zusammengemischt, worauf das Meh! 
fiir die Versuche verwendet werden konnte. Das wiarmebehandelte Meh! 
enthielt 11,9°, Wasser; der Gehalt an N und Asche war, auf Trocken 
substanz umgerechnet, derselbe wie in dem unbehandelten Mehl. 

Die Hefe, die fiir die Versuche verwendet wurde, war eine Backerei 
trockenhefe der Marke ,,levure séche pour panification’t, von der A. © 
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Danisco, Kopenhagen. Diese Trockenhefe, die eine ausgezeichnete Giir- 
fahigkeit besitzt, ist aus reiner BackereipreBhefe ohne Zusatze irgendwelcher 
Art hergestellt. Sie wurde fiir die hier beschriebenen Versuche in einer 
kleinen Kaffeemiihle zu Pulver zermahlen, bis die ganze Menge ein Seiden- 
sieb mit 30 Faden pro em passieren konnte. Der Wassergehalt der Trocken- 
hefe war etwa 8°. 

Wenn fiir die Versuche Trockenhefe an Stelle frischer Hefe verwendet 
wurde, so geschah dies, weil die Einwirkung der Hefe auf den Charakter der 
Mehlproteinstoffe, wie erwahnt (S. 135), weit ausgepragter ist, wenn Trocken- 
hefe verwendet wird, als wenn frische Hefe verwendet wird. Folglich sollte 
die Méglichkeit fiir die Klarlegung der Natur dieser Einwirkung am gréB8ten 
bei der Verwendung von Trockenhefe sein. 

Bei einer einzigen im folgenden (8.141) erwahnten Untersuchung ist 
frische Backereihefe verwendet worden, und zwar PreBbhefe der A. G. Dansk 
Guer-Central, Kopenhagen. 

Die in der Abhandlung (1) 8.26 bis 28 beschriebenen Extraktions- 
versuche mit Weizenmehl wurden im wesentlichen so vorgenommen, dal} 
eine Mehl-Wasser-Suspension eine bestimmte Zeit lang und bei einer 
bestimmten Temperatur in standiger Bewegung gehalten wurde, worauf 
der N-Gehalt im Filtrat bestimmt wurde. Wenn nun solchen Mehl- 
Wasser-Suspensionen kleine Mengen K BrO, zugesetzt wurden, zeigte 
sich, da} man eine kleinere Menge N in der Lésung erhielt, als wenn man 
der Suspension die mit der KBrQO,-Menge aquivalente Menge K Br 
zusetzte [s. (1) S. 27 bis 28 und Tabelle VITI, 8. 28]. Die so bestimmte 
Herabsetzung der Léslichkeit des Mehl-N, die der Zusatz von K BrO, 
bewirkt, wollen wir hier der Kiirze halber als die Bromathemmung (BH) 
bezeichnen. 

Die Bromathemmung ist also die Differenz zwischen der Menge N, die 
in der Mehl-Wasser-Suspension mit K Br extrahiert wurde, und der Menge N, 
die in der Mehl-Wasser-Suspension mit K BrO, extrahiert wurde. Wie in (1) 
erwahnt (namentlich 8. 14/15) muB man die Existenz der Bromathemmung 
als ein Zeichen dafiir auffassen, daB K BrO, die Wirkung der Mehlproteinasen 
in Mehl-Wasser-Suspensionen hemmt. Lhre GréBe ist ein Ma’ der Wirksam- 
keit, die die bromathemmbaren Proteinasen im ungehemmten Versuch 
entfalten. Ein absolut quantitatives MaB fiir die Aktivitat der bromat- 
hemmbaren Proteinasen in Mehl-Wasser-Suspensionen kann aber die 
GréBe der Bromathemmung schon deshalb nicht geben, weil man damit 
rechnen muB, dab K BrO,, auBer durch seine hemmende Wirkung auf die 
MehIproteinasen, gleichzeitig die N-Léslichkeit in anderer Weise beeintluBt, 
naimlich in seiner Eigenschaft als Elektrolyt; in dieser Eigenschaft beeinfluBt 
K BrO, namlich die Léslichkeit ! der Mehlproteinstoffe. Um diese Elektrolyt- 
wirkung von K BrO, einigermaBen zu kompensieren, wurde im Kontroll- 
versuch K Br zugesetzt. K Br beeinfluBt nicht die Proteinaseaktivitat, wird 
aber wahrscheinlich als Elektrolyt, wenn es in aquivalenter Menge zugesetzt 
wird, die Léslichkeit der Mehlproteinstoffe in ungefahr gleicher Weise 
beeinflussen wie K BrO,. Es ist indessen sicher, daB die Elektrolytwirkung 
von KBr und die Elektrolytwirkung von KBrO, nicht ganz gleich sind, 
und der Unterschied zwischen ihrer Wirkung wird auBerdem von Mehlsorte 


! Vgl. hieriiber (1) 8. 15. 























138 H. Jorgensen: 
zu Mehlsorte variieren kénnen. Deshalb kann die GréBe der Bromat 
hemmung nie ein genau quantitatives MaB fiir die Aktivitat der bromat 
hemmbaren Proteinasen in Mehl-Wasser-Suspensionen geben. 

In der vorliegenden Abhandlung ist die GréoBe der Bromathemmung 
fiir eine Reihe Mehl-Wasser-Suspensionen bestimmt, die innerhall 
desselben Versuchs aus demselben Mehl hergestellt wurden; auBerden 
interessiert innerhalb jeden Versuchs nicht die absolute GréoBe der Bromat 
hemmung, sondern nur deren Veranderung bei Zusatz verschiedener Stofts 
(z. B. Hefe) zu den Suspensionen. Es ist verstaéndlich, daB den Hemmungs 
zahlen unter diesen Verhaltnissen eine gr6Bere quantitative Bedeutung als 
sonst zugeschrieben werden kann. 

Die Technik bei den Extraktionen des Mehles und darauf folgende: 
Zentrifugierung und Filtrierung ist genau in (1) (S. 26) beschrieben. An 
derselben Stelle ist erwaihnt, dali man die Extraktionsversuche praktisch in 
Zentrifugenglisern ausfiihren kann und so sind auch samtliche Extraktionen 
in der vorliegenden Arbeit ausgefiihrt. In den Fallen, in denen den Mehl 
Wasser-Suspensionen Hefe zugesetzt war, war der Pfropfen des Zentri 
fugenglases festgebunden, um zu verhindern, dafi er wahrend der Rotation 
des Glases im Wasserthermostaten abspringen sollte. Wenn das Glas 
gedffnet werden soll, ist es zweckmaBig, es mit einem Wischtuch oder del. 
zu umwickeln, bevor man es aus dem Wasserthermostaten herausnimmt. 
Falls die Garung im Glase wahrend der Rotation im Wasserthermostaten 
sehr stark ist, kann es zweckmabig sein, die Glaser ein- oder zweimal wahrend 
der Extraktionszeit herauszunehmen und den Pfropfen und damit den 
Uberdruck zu entfernen. 


Versuch 1. 
In den nachfolgenden Tabellen La und Lb sind die Resultate eines 
Extraktionsversuchs mit dem unbehandelten Mehl mit und ohne Hefe- 
zusatz aufgefiihrt. 


Tabelle la. Extraktionsversuch mit unbehandeltem Mehl. 
25 ¢ Mehl wurden 2 Stunden bei 35° mit 25 cem Phosphatmischung (Sdérer- 
sen; Py 5,8) + 75ceem Wasser + KBr oder KBrO, extrahiert. Die 





Extraktionslésung war an KBr oder K BrO, m/200. Kein Hefezusatz. 
mg N in 20cem Bromat- 
Extrakt hemmung (BH) 
gefunden mg 
nay AQ 
K Br a ee 15,4( | 0.40 
PPOs 6 6 eo 15,00 | 


Tabelle Ib. Extraktionsversuch mit unbehandeltem Mehl. 


25 g Mehl wurden 2 Stunden bei 35° mit 25 cem Phosphatmischung (Séren 


sen; Py 5,8) + 75 cem Wasser + KBr oder K BrO, extrahiert. Die 
Extraktionslésung war an K Br oder K BrO, m/200. —— 1 g Bdckereitrocken- 


hefe zugesetzt. 





mg N in 20 eem Bromat- 
Extrakt hemmung (BH) 
gefunden mg 
rR 97 AN 
eee 27,4 1 490 


KBr03.... . 23,20 
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Aus den Tabellen La und Ib ist ersichtlich, daB die Bromathemmung, 
BH, wenn keine Hefe zugesetzt ist, 0.40 mg betragt, aber auf 4,20 mg 
steigt, wenn Hefe zugesetzt wird. 


BH pete BH eine Hefe = 4:20 — 0,40 3.80 mg. 


Dies bedeutet nach dem vorstehend Klargelegten, daB beim Zusatz 
von Hefe eine starke Erhéhung der Wirkung der bromathemmbaren 
Proteinasen in der Mehl-Wasser-Sus pension eingetreten ist. Es lage nahe, 
die Erklarung fiir diese ErhGhung der Wirkung der bromathemmbaren 
Proteinasen darin zu suchen, daB die Hefe wahrend des Versuchs bromat- 
hemmbare Proteinasen an die Suspension abgesondert hatte. Diese 
Erklarung wiirde jedoch, wie aus Versuch 2 hervorgeht, nicht das 
Wesentliche treffen. 

Versuch 2. 

Fir diesen Extraktionsversuch wurde das wdrmcbehandelte Mehl 
verwendet. Die Resultate sind in Tabelle Ila (kein Hefezusatz) und in 
Tabelle ITb (Hefezusatz) aufgefiihrt. 


Tabelle Ila. Extraktionsversuch mit warmebehandeltem Mehl. 


25 g Mehl wurden 2 Stunden bei 35° mit 25 cem Phosphatmischung (S6ren- 





sen: Pu 5,8) +- 75cem Wasser KBr oder KBrO, extrahiert. Die 
Extraktionsl6sung war an KBr oder K BrO, m,;200. Kein Hefezusatz. 
mg N in 20cem Bromat- 
Extrakt hemmung (BH) 
gefunden mg 
B 5,49 . 
K Br Ses py eee 5,4 | 0.05 
Bee... « oss 5,44 j 


Tabelle IIb. Extraktionsversuch mit warmebehandeltem Mehl. 
25 g Mehl wurden 2 Stunden bei 35° mit 25 cem Phosphatmischung (Sérev- 
sen; PH 5.8) + 75 cem Wasser KBr oder KBrO, extrahiert. Die 
Extraktionsl6sung war an K Br oder K BrO, m, 200. lq Backereitrocken - 


he fe zugesetzt, 





mg N in 20 cem Bromat- 
Extrakt hemmung (BH) 
gefunden mg 
Se 8,59 \ 0.05 
4 8,54 | > 


Aus diesen beiden Tabellen Ifa und ILb ist ersichtlich, dab die 
Bromathemmung ganz unverandert bleibt, wenn dem warmebehandelten 


Mehl Hefe zugesetzt wird. 


BH pete — BH yoine Here, betrug fiir das warmebehandelte Mehl 0. 
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H. Jorgensen: 
Aus diesen Versuchen | und 2 haben wir also folgende Resultate 
gewonnen: 


Fir das unbehandelte Mehl war BH yege BH,., 
Fiir das wirmebehandelte Mehl war BH ger. BH eine Hete 0 


Hefe 3.80 mg 


ine 


In Suspensionen von unbehandeltem Mehl hat also die Hefe eing 
starke Erhéhung der Aktivitat der bromathemmbaren  Proteinasen 
hervorgerufen. In Suspensionen von warmebehandeltem Mehl, dessen 
Enzyme zerstort sind, hat die Hefe keine Erhéhung der bromathemmbaren 
Proteinasewirkung hervorgerufen!. 


Dies zeigt, dab die Hefe nicht dadurch gewirkt hat, daB sie selbst 
bromathemmbare Proteinasen abgibt. sondern dadurch, das sie di 
bromathemmbaren Proteinasen des Mehls stimuliert. 


Man koénnte vielleicht meinen, daB die bei dem in Tabelle IIb 
wiedergegebenen Versuch die Erhéhung der bromathemmbaren 
Proteinasewirkung durch Hefe nicht deshalb ausbleibt, weil die Hefe 
nicht bromathemmbare Proteinasen abgesondert hat, sondern deswegen, 
weil die Proteinstoffe des Mehls bei der Erwarmung solche Verainderungen 
erfahren haben, dab sie von Proteinasen nicht angegriffen werden 
kénnen. Indessen JaBt sich leicht durch Versuche zeigen, dab die 
Proteinstoffe des warmebehandelten Mehls sich von bromathemmbaren 
Proteinasen, wie Papain oder Bromelin, stark angreifen lassen. 


Im Versuch Tabelle [la (S. 139) wurde bei Extraktion des warme- 
behandelten Mehls ohne Zusatz von Hefe BH 0.05 mg gefunden. 
Dieser Versuch wurde wiederholt (Versuch 3), indem der Mehl-Wasser- 
Suspension nur etwas Papain, namlich der wiasserige, filtrierte Extrakt 
von 25mg Wittes Papain-puriss., zugesetzt wurde. 


' DaB der Zusatz von Hefe zu Suspensionen von wirmebehandeltem 


Mehl eine erhéhte Wirkung von bromathemmbaren Proteinasen nicht 
hervorgerufen hat, ist damit bewiesen. Da die N-Zahlen in Tabelle I1b 
(Hefe zugesetzt) héher liegen als die N-Zahlen in Tabelle Ila (kein Hete- 
zusatz), so kénnte man vielleicht vermuten, dali die Hefe doch auf die eine 
oder die andere Weise eine erhéhte Léslichkeit der Mehlproteinstoffe be- 
wirken muB. Es mui indessen bemerkt werden, dal} die Hefe selbst losliche 
N-Verbindungen enthalt. Es wurden besondere Extraktionsversuche aus 
gefiihrt, bei welchen 1g Trockenhefe mit 25 ¢em  Phosphatmischung 
(Pu 5,8) 75 eem Wasser wihrend 2 Stunden bei 35° extrahiert wurden. 
Die Extraktionslésungen waren m/200 an KBr oder KBrO,. In 20 cem 
des aut gew6hnliche Weise zentrifugierten und filtrierten Extraktes wurden 
2.9mg N gefunden, einerlei ob KBr oder K BrO, zugesetzt worden war. 
Diese Zahl, 2,9 mg, erklart praktisch den ganzen Unterschied zwischen den 
Zahlen in der Tabelle [1b und den Zahlen in der Tabelle Ila. Fir K BrO,, 
ist die Zahl in der Tabelle II1b: 8,54 mg, in Tabelle Ila: 5,44 mg. Die 
Differenz, 3,1 mg, weicht ja nur unbedeutend von 2,9 ab. 
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Die Zusammensetzung des Extraktionsgemisches war bei diesem 


ersuch 3: 25g warmebehandeltes Mehl 25ceem  Phosphatmischung, 
my = 5,8, +- 50cem Wasser — 25ccm Papainlésung (entsprechend 25 mg 
Papain) K Br oder K BrO,. Die Extraktionslésung war wie gewohnlich 


m/200 an K Br oder K BrO,. 

Bei diesem Versuch 3 wurde BH 8.53 mg gefunden. 

Der Zusatz von Papain zur Suspension des warmebehandelten Mehls 
hat also eine enorme Steigung der BH bewirkt, namlich von 0,05 auf 
8,53 mg, ein sicherer Beweis dafiir, daB warmebehandeltes Mehl von 
bromathemmbaren Proteinasen sehr gut angegriffen werden kann. Ein 
yanz entsprechender Versuch mit ganz entsprechendem Resultat wurde 
unter Zusatz von rohem Ananassaft (der ja Bromelin enthalt) zum 
warmebehandelten Mehl ausgefiihrt. 


Auch der Zusatz von Prefhefe zu Mehl-Wasser-Suspensionen ruft 
ihnliche Effekte hervor wie der Zusatz von Trockenhefe, so daB also 
eine kraftige ErhGhung der Aktivitat der bromathemmbaren Proteinasen 
entsteht, wenn unbehandeltes Mehl verwendet wird, aber praktisch 
keine Erh6hung, wenn warmebehandeltes Mehl verwendet wird. Dies 
zeigt folgender Versuch: 

Der Versuch wurde ganz wie die Versuche | und 2, nur unter Verwen- 
dung von 4g PreBhefe an Stelle von | g Trockenhefe, ausgefiihrt. 

Die Resultate waren: 

Kir unbehandeltes Mehl war BH yore Bilieme Hote - « 1.15 me 
Fiir warmebehandeltes Mehl war BH pefe BH keine Hefe - 0 

Qualitativ verhalt PreBhefe sich also wie Trockenhefe: Solange die 
Proteinasen des Mehls intakt sind, ruft die Hefe eine Steigerung der bromat- 
hemmbaren Proteinaseaktivitaéat in den Mehl-Wasser-Suspensionen hervor. 
Wenn die Proteinasen des \Jeh/ls zerstért sind, ist die Hefe nicht mehr dazu 
imstande, diese Steigung hervorzuruten. PreBhefe ist also wie Trocken- 
hefe imstande, die bromathemmbaren Prote inasen des Mehls (Weizens) zu 
aktivie ren, 

Il. 

Es ist ja ein eigentiimlicher Zug der Biologie der Hefezelle, der sich 
bei diesen Versuchen zeigt: Wahrend die Hefezelle nur in geringem 
MaBe, oder wahrscheinlich oft gar nicht, Proteinasen an das umgebende 
Medium abzugeben vermag, ist sie trotzdem mitunter imstande, eine 
kraftige Proteolyse in diesem hervorzurufen, namlich dadurch, daB die 
Hefezelle Proteinasen aktiviert, die in dem umgebenden Medium vor- 
handen sind. Wie ist nun der Mechanismus dieser Aktivierung der 
bromathemmbaren Proteinasen des Mehls (Weizens), die die Hefe in 
einem Teig (Mehl-Wasser-Suspension) hervorruft / Diese Frage kann 
in der vorliegenden Abhandlung zunachst nur in bezug auf Trockenhefe 
beantwortet werden. 




















H. Jorgensen : 


Aus den Arbeiten von Grassmann und Mitarbeitern (5) (4) weil 
man, daB organische Sulfhydrylverbindungen, unter anderem Glut: 
thion (GSH), Papain und mehrere andere Proteinasen aktivierey 
konnen. Weiter ist durch die Arbeiten von F. G. Hopkins (6) (S. 1145 
bekannt, daB Hefe reichliche Mengen von Glutathion enthalt, das be- 
sonders leicht von der Hefezelle austritt, wenn die Permeabilitat de: 
Zellwand durch Trocknen erhéht wird. Aus Grassmanns Arbeit [(4 
(S. 127)] geht hervor, daB autolysierte Hefe zwar ihre Proteinasen hart- 
nackig zuriickhalt, ihren Glutathiongehalt dagegen aber weit leichte: 
abgibt. 


Alle diese Verhaltnisse fiihrten mich natiirlich zu der Anschauung, 
daB die Aktivierung der bromathemmbaren Proteinasen des Mehls 
(Weizens) in einer Mehl-Wasser-Suspension (Teig) durch Trockenhefe 
jedenfalls teilweise auf die Weise zustande kommt, das die Hefe 
Glutathion an den Teig abgibt, worauf das Glutathion dann als Phyto- 
kinase die bromathemmbaren Proteinasen des Mehls aktiviert. Die 
Richtigkeit dieser Anschauung fuBt auf zwei experimentellen Tatsachen. 

1. Kin wasseriger Extrakt von Trockenhefe gibt, auch wenn man durch 
sorgfaltiges Filtrieren und Zentrifugieren diesen praktisch gesprochen 
ganz von Hefezellen befreit hat, eine kraftige Nitroprussidreaktion 


5g Trockenhefe wurden bei Zimmertemperatur in einem Glas mit 
100 cem Wasser tibergossen. Das Glas wurde in einer mechanischen Rota 
tionseinrichtung angebracht und rotierte hier (70 Umdrehungen pro Minute) 
30 Minuten. Die Suspension wurde 10 Minuten zentrifugiert [in der in (1), 
S. 26, erwahnten Zentrifuge] und dann durch Schleicher d& Schills Filtrier- 
papier Nr. 589 (Qualitat: ,,Schwarzes Band") filtriert. Das Filtrat wurde 
10 Minuten zentrifugiert und sehlieBlich durch das sehr dichte Filtrie 
papier Nr. 589 von Schleicher d& Schill (Qualitat: ,,Blaues Band’) filtriert. 
Das so entstandene Filtrat, in welchem mikroskopisch keine Hefezellen 
nachgewiesen werden konnten, gab eine kraftige Nitroprussidreaktion. 


Die Nitroprussidreaktion fiihrte ich unter Beriticksichtigung der von 
I’.G. Hopkins mitgeteilten Beobachtungen [(7), 8. 288] wie folgt aus: Zu L0cem 
des eben erwahnten Filtrats wurden 1 cem n Essigsaéure und 15g reines 
pulv. Ammoniumsulfat zugesetzt. Es wurde umgeschiittelt und 5 Tropfen 
(etwa 0,38 cem) einer frischen 5°,igen L6ésung von Nitroprussidnatrium 
zugesetzt. SchlieBlich wurden 5cem_ starkes Ammoniakwasser  (spez 
Gew. 0,91) zugesetzt, wodureh die Reaktion eintrat. Ein Kontrollversuch 
mit 10 cem Wasser an Stelle von 10 cem Filtrat mu ausgefiihrt werden: 
bei diesem Kontrollversuch darf auch nicht die schwachste rote Farbung 
eintreten; entsteht eine solehe, so sind die verwendeten Reagenzien (z. 1. 
das Ammoniakwasser) nicht rein genug gewesen. 


2. Glutathion wirkt, den Mehl-Wasser-Suspensionen zugesetzt, ai/ 
genau dieselbe Weise wie Hefe: 


Die bromathemmbaren Proteinasen des unbehandelten Mehls werden 


Zusatz von Glutathion stimuliert, wahrend ein Zusatz von 
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tlutathion zu Suspensionen von warmebehandeltem Mehl ohne Wirkung 
pleibt. 


Beim Versuch | (unbehandeltes Mehl: Tabelle la) wurde BH 0,40 mg 
refunden. 

Wurde dieser Versuch aber unter Zusatz von 5 mg Glutathion zum 
Reaktionsgemisch wiederholt, so wurde BH 1,82 mg gefunden. 

Der geringe Zusatz von Glutathion hat also eine starke Steigerung in 
der BH (von 0,40 auf 1,82 mg 1,42 mq) bewirkt, was besagt, daB eine 
starke Aktivierung der bromathemmbaren Proteinasen des Mehls — er- 
folgt ist. 

Beim Versuch 2 (warmebehandeltes Mehl: Tabelle Ilb) wurde BH 

0.05 mg gefunden. 

Wurde dieser Versuch aber unter Zusatz von 5 mg Glutathion wieder- 
holt, so wurde BH 0,14 mg gefunden. Hier hat also der Zusatz von 
Glutathion nur eine ganz minimale Steigerung der BH (von 0,05 auf 
0,14 mg 0,09 mg, d.h. praktisch Null) bewirkt. 

Das verwendete Glutathion war von The British Drug Houses, Ltd., 
London, geliefert, welche Firma angab, dai das Praparat praktisch cystein- 
frei war, indem die Probe von Dyer und Baudisch (8) negativ ausfallt. Die 
Reinheit des Praparats war durch die Analyse sichergestellt. 


IL. 

Die stark aktivierende Wirkung, die Glutathion auf die Proteinasen 
von Weizenmehl ausibt, wie im vorigen Abschnitt gezeigt, brachte mich 
auf den Gedanken, daB man vielleicht mit Hilfe von Glutathion in 
anschaulicher Weise beweisen kénnte, das Weizenmehl Proteinasen 
enthalt. 

Wenn auch von den Resultaten von Stockham [die ausfiihrlich in (1) 
$S.15 bis 16 referiert sind] gesagt werden kann, das sie den Beweis 
dafiir fiihren, daB Weizenmehl Proteinasen enthalt, wird dies bisweilen 
doch bezweifelt. Es wiirde daher eine gewisse Bedeutung haben, wenn 
man durch Zusatz von Glutathion zum Mehl die Proteinasen des Mehls 
so stark aktivieren kénnte, dab die Anwesenheit von Proteinasen ganz 
augenscheinlich wird. Folgender Versuch zeigt die enormen physikali- 
schen Veranderungen, die ein geringer Zusatz von Glutathion zum Mehl 
dadurch bewirken kann, dab Glutathion die Proteinasen des Mehls 
aktiviert. 

Zwei Teige wurden hergestellt, 4 und B. A wurde aus 100g Mehl 

55 cem dest. Wasser, B aus 100 g Mehl 55 cem dest. Wasser 100 mg 
Glutathion hergestellt. Die Teige hatten Zimmertemperatur: sie wurden zu 
zwei gleichen Teigkl6Ben aufgerollt. Nach '/, Stunde in einem zu 30° er- 
warmten Thermostaten sahen sie aus, wie aus Abb. 1 hervorgeht. 

Man sieht, da der Kleber in dem Teig, zu welchem Glutathion 
zugesetzt worden war, seine Elastizitat verloren hat: der Teig zerflieBt 
infolge der Proteolyse, die sich also hier, nachdem die Mehlproteinasen 
aktiviert worden sind, besonders deutlich manifestiert. 

















H. Jorgensen: 


Ich bin natiirlich darauf aufmerksam gewesen, ob das Glutathior 
praparat modglicherweise durch proteolytische Enzyme verunreinigt sei 
konnte. Aus ausgefiihrten Kontrollversuchen geht hervor, daB dies nicl 
der Fall war. 


A Abb. 1. B 
(Ohne Glutathion). (Mit Glutathion). 


Fir ausgezeichnete Unterstiitzung bei der Ausfiihrung dieser Arbeit 
habe ich Frl. cand. pharm. Esther Nielsen sowie den Herren Aa. Anderser 
und ©. Petersen bestens zu danken. Ebenfalls danke ich dem Préasidenten 
der A. G. Dansk Gerings-Industri, Herrn Professor Dr. S. P. L. Sorensen 
sowie dem Leiter dieser Gesellschaft, Herrn cand. pharm. Chr. £’. J orgensen, 
fiir die Erlaubnis zur Veréffentlichung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung. 

1. Die Herabsetzung der Léslichkeit des Mehl-N, die K BrO, in 
Mehl-Wasser-Suspensionen hervorruft, wird durch Hefezusatz vielfach 
erhéht. Diedurch K Br O, hervorgerufene Verringerung der Léslichkeit des 
Mehl-N, auf bestimmte Weise gemessen, wird als Bromathemmung (BH) 
bezeichnet. 

2. Diese durch Zusatz von Hefe hervorgerufene vielfache Erhéhung 
der BH in einer Mehl-Wasser-Suspension muB infolge der friiher (1) be- 
schriebenen Versuche so gedeutet werden, daB durch den Zusatz der Hefe 
eine erhéhte Aktivitét von bromathemmbaren Proteinasen in den 
Suspensionen entstand. 

3. Die somit konstatierte erhéhte Aktivitaét von bromathemmbaren 
Proteinasen stammte nicht daher, dab die Hefe bromathemmbare 
Proteinasen an die Suspension abgibt, sondern daher, daB die bromat- 
hemmbaren Proteinasen des Mehls durch das Vorhandensein der Hefe 
in den Mehl-Wasser-Suspensionen aktiviert werden. 

4. Der Beweis fiir die Richtigkeit des unter 3. angefiihrten, ist durch 
eine Reihe von Versuchen mit Mehl, deren Proteinasen durch lang- 
wierige, starke Erwirmung des Mehls (12 Stunden, 95°) zerstért odet 
stark geschwacht waren, gefiihrt. Wurden den wasserigen Suspensionen 
solechen wairmebehandelten Mehls Hefe zugesetzt, so entstand kein« 
Erhéhung der bromathemmbaren Proteinasenaktivitaét in den Sus- 
pensionen. 

5. Der Mechanismus dee Aktivierung der bromathemmbaren 
Proteinasen des Mehls (Weizen) durch die Hefe ist in der vorstehenden 
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\bhandlung nicht erschdpfend studiert; bei Backerei-'Trockenhefe 
kommt diese Aktivierung aller Wahrscheinlickeit nach dadurch zu- 
stande, daB die Hefe Glutathion an die Mehl-Wasser-Suspensionen ab- 
gibt. Als Phytokinase aktiviert das Glutathion dann die bromat- 
hemmbaren Proteinasen des Mehls. 

6. Es wird gezeigt, daB man mit Hilfe von Glutathion auf eine 
besonders deutliche Weise zeigen kann, daB Weizenmehl Proteinasen 
enthalt. Durch Zusatz von Glutathion zu Weizenmehlteigen wird 
nimlich die Aktivitat der Mehlproteinasen vervielfaltigt; durch das 
Aussehen solcher (ohne Hefe hergestellter) Teige manifestiert sich die 
Existenz dieser Proteinasen mit gréBter Deutlichkeit (Abb. 1). 
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Der Anteil des Myogenvolumens am Volumen der Muskelfaser, 
Von 
Wilhelmine Haumann und Hans H. Weber. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 3. November 1935.) 


I. Sarkoplasma und Myogen. 

Es ist ziemlich sicher, daB die Q-Abschnitte des Skelettmuskels aus 
schlieBlich aus Myosin aufgebaut sind. Die Verteilung der iibrigen Muskel 
eiweibkérper auf die /-Abschnitte und das Sarkoplasma wiirde wesentlich 
erleichtert, wenn bekannt wire, wie grof der Anteil des Muskelvolumens 
ist, den die einzelnen EiweiBbkérper im physiologischen Zustand bean 
spruchen. 

Myogen ist der einzige EiweiBkorper, der im lebenden Muskel aus 
schlieBlich gelést vorliegt. Also ist Myogen — vielleicht neben dem seh: 
kleinen gelésten Anteil der Globulin X-Fraktion — der EiweiBkérper des 
fliissigen Sarkoplasmas. Es fragt sich, ob Myogenlésung dariiber hinaus 
auch noch die feststruktuierten Bestandteile der Muskelfaser — etwa die 
I-Abschnitte durchtrankt 

Es kann bestimmt werden, welchen Raum die Myogenlésung in det 
lebenden Faser einnimmt. Der Myogenstickstoff (1/7) betragt 19° des 
Gesamt-N weifer Kaninchenmuskeln (N)!. Andererseits ergibt sich .1/ 
aus der Konzentration der Myogenlésung, die in der Muskelfaser vor- 
handen ist, und ihrem Volumen; wir bezeichnen dieses Volumen mit 
(v x), wobei v das Gesamtvolumen des Systems ist und x der Volumen- 
anteil der Muskelabschnitte, in denen sich kein Myogen befindet. 2 ist 
also der nichtlésende Raum fiir Myogen (NLR). Der Myogengehalt einer 
bestimmten Menge weiber Kaninchenmuskulatur betragt demnach 

M =—0,19N =c(v—2); r=v—0,19 Nic. (1) 

Der N-Gehalt des Saugetiermuskels ist bekannt (38 mg/ecm 

35 mg/g Muskel) und in jedem Einzelfall zu bestimmen?. Die Myogen 
konzentration des Saéugetiermuskels ergibt sich aus seinem kolloid- 
osmotischen Druck von 43mm Hg bei Zimmertemperatur (P. 2. Duf/*) 
zu 14%, also c 0,14/6,15 0,0227 (6,15 N-Faktor des Myogens) 
0,19 .0,038 
0,0227 


0,68 — 68° ,4. Wenn 68 °% des zerschnittenen Gesamtmuskels myogen 


Gleichung (1) nimmt so fiir 1eem Muskel die Form an: x = 1 


' H.H. Weber u. K. Meyer, diese Zeitschr. 218, 1, 1930. 2 Beim 
Kaninchen ergibt sich 3,54 ¢/100 g¢ Muskel als Mittelwert aus 15 Einzel 
bestimmungen. — * I. £. Duff, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 29, 508, 
1932. ' Vgl. dazu H. H. Weber, Ergebn. d. Physiol. 36, 109, 1934. 
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frei sind, ist das Myogen offenbar ganz im Sarkoplasma unterzubringen 
Fibrillenvolumen ~ 70°, des Faservolumens ~ 60°, des Muskel- 
volumens). 

Versucht man ¢ unmittelbar zu bestimmen, indem man das Sarko- 
plasma abpreBt und im PreBsaft den Myogen-N analysiert, so erhalt man 
sehr niedrige und schwankende Werte. Es werden offenbar wechselnde 
Mengen eiweiSfreien Wassers aus myogenfreien Teilen der Faser ab- 


gepreBbt, die die Myogenlésung in wechselndem Umfang verdiinnen. Die 
Mvogenkonzentration des PreBsaftes erreicht nur selten 7°,. Der NLR 


wurde sich daraus ~ 37%, des Muskelvolumens errechnen. Die Myogen- 
losung wurde in diesem Falle auBer dem Sarkoplasmavolumen auch noch 
das Volumen der I-Abschnitte beanspruchen. Die Entscheidung ergibt 


sich wie folgt. 


II. Die Bestimmung des nichtlésenden Raumes fiir Myogen im Muskel. 

Wird auBerst fein zerschnittener Muskel mit wasseriger Salzlésung 
gemischt, so kann nach Ausgleich det Myogenkonzentration zwischen 
Muskelbrei und Zusatzfliissigkeit der Myogen-N in der Zusatzfliissigkeit 
bestimmt werden, ohne daB seine Konzentration durch abgeprebtes 
Wasser aus myogenfreien Muskelteilen verfalscht ist. Wird auBerdem 
das Volumen des Muskelbreies, sein N-Gehalt (NV) und das Volumen 
der Zusatzfliissigkeit genau gemessen, so laBt sich nach Gleichung (1) 
der Anteil des NLR an der Mischung und daraus auch am Muskelbrei 
selbst berechnen. 

Diese Berechnung wird richtig, wenn fiir Vc der richtige Wert ein- 
gesetzt wird. Es muB also: 

1. in jedem einzelnen Versuch M = 0,19 N sein, d.h. der Anteil 
des Myogen-N am Gesamt-N gerade den Durchschnittswert von 19% 
besitzen und 

2. der Konzentrationsausgleich zwischen Brei und Zusatzflissigkeit 
vollstandig sein. 

Ob diese Bedingungen erfillt sind, lat sich priifen': Es werden 
zwei gleiche Proben von Muskelbrei mit verschieden groben Mengen von 
Zusatzfliissigkeit gemischt. Falls M = 0,19 N ist, ergibt sich in beiden 
Proben der gleiche und richtige NLR nur dann, wenn der Konzen- 
trationsausgleich des Myogens in beiden Proben gleich und_ vollstandig 


1 Diese Priifung kann nicht allein so stattfinden, daB das Anwachsen 
der Myogenkonzentration in der Zusatzfliissigkeit bis zur Konstanz verfolgt 
und dann dieser konstante Wert als der Wert volistandigen Ausgleichs an- 
gesehen wird. Denn die Myogenkonzentration in der Zusatzfliissigkeit 
nimmt im Laufe der Zeit durch Denaturierung langsam wieder ab. 


10 * 
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ist!. Falls die Myogenkonzentration in beiden Zusatzflissigkeiten de: 
selben Bruchteil der Ausgleichskonzentration betragt, d.b. wenn de 
Mvyogenausgleich zwar gleich aber unvollstandig ist, ergeben die beid: 
Ansitze zu niedrige und auBerdem verschiedene Werte des NLR. Diese: 
Unterschied wird um so gréBer, je gréBer der Unterschied in der Vi 
diinnung der beiden Proben ist. 

Denn in der starker verdiinnten Probe ist der NLR (Gleichung 1) di: 
Differenz des groBen Gesamtvolumens v und des gro8en lésenden Volu 
mens . /c, in der schwacher verdiinnten Probe die gleiche Differenz kleinere: 
Werte fiir « und M/c. Derselbe Fehler in ¢ und damit in M/c beeinflulit 
daher die Differenz der groBen Volumenwerte der verdiinnteren Probe 
wesentlich starker. 

Ob die Voraussetzung: .V/ O19 .N — erfiillt ist, ergibt sich durch 
Kombination der beiden Einzelversuche in einer NLR-Berechnung 
nach Polanyi?. 

Cos 


C2 


(c, und c, = Myogenkonzentrationen in der Zusatzfliissigkeit der beiden 


Muskelproben: v, und v, = Gesamtvolumen der beiden Mischungen 
Da in dieser Gleichung der Gesamtmyogengehalt des Muskels nicht vor- 
kommt, wird das Ergebnis von fehlerhaften Annahmen iiber seine Grébe 
nicht berihrt. 


Wenn also das Ergebnis nach (2) und die beiden Einzelergebnisse 


nach (1) untereinander wbereinstimmen, ist der Konzentrations- 
ausgleich offenbar vollstandig und der der Berechnung nach (1) zu- 
grunde gelegte Myogengehalt richtig. Wenn der nach (2) berechnete 
NLR anderer Versuche mit diesem richtigen Wert tbereinstimmt. 
aber die beiden nach (1) berechneten Werte voneinander und von dem 
nach (2) berechneten Wert verschieden sind, ist offenbar die Extraktion 


vollstandig, aber die angenommene Myogenmenge unrichtig. Solche 


zufalligen Abweichungen des wahren Myogenanteils vom Mittelwert 
0,19 N miissen sich bei einer gréBeren Versuchszahl ausgleichen. Infolge 


' Gleiches Ergebnis in beiden Proben kann allerdings auch auftreten, 
wenn der Konzentrationsausgleich in beiden Proben unvollstandig und 
auBerdem ungleichmaBig ist. Dies tritt dann ein, wenn in der ersten Probe 
statt der Ausgleichskonzentration c die kleinere Konzentration a .c 
funden wird und gleichzeitig in der verdiinnteren Probe statt ¢ die kleiner 
Konzentration /.a@.c auftritt, wobei fa eine Funktion von @ ist, die } 
nach der GréBe von a und nach dem Verdiinnungsverhialtnis der beide: 
Proben jeweils verschieden ist. Da®8 zufallig der ,,falschen‘** Konzentratior 
a.c in der anderen Probe jedesmal die um einen anderen Betrag falsch: 
Konzentration fac entspricht, ist ganz unwahrscheinlich, besonders be 
gleichen Extraktionsbedingungen in beiden Proben. 2 Polanyi, dies: 
Zeitschr. 104, 237, 1920. 
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dessen miissen bei vollstandigem Myogenausgleich wenigstens die Mittel- 
werte des NLR nach Gleichung (1) und (2) dieselben sein. Ist das der 
Fall, so beweist es, daB der Anteil des NLR am Muskelvolumen nicht 
durch systematische Fehler gefalscht ist. 


Ill. Durehfiihrung der Versuche. 


Aus gut durchgemischtem Brei weiBer Muskeln werden Proben zur 
Bestimmung des Gesamtstickstoffs N entnommen. Die durchschnittliche 
Myogenmenge ist dann gleich 0,19 N. In einer Reihe von Proben wird ein 
feil Muskelbrei mit ',, Teil Fliissigkeit, in einer zweiten Reihe mit zwei 
Teilen Fliissigkeiten gemischt und unter haufigem Schiitteln bis zum 
Konzentrationsausgleich aufbewahrt (etwa 30 Stunden). 

Vollstandiger Myogenausgleich zwischen Brei und Fliissigkeit ohne 
Verluste durch Denaturierung tritt nur ein, wenn die Ionenstarke mindestens 
0,1 uw und das py nicht saurer als 5,8 bis 5,9 ist. Durch geeigneten Zusatz 
von NaCl bzw. Na,CO, wird die Lonenstarke der Mischung auf 0,1 bis 0,16 «, 
das py auf 5,8 bis 7,2 eingestellt. 

Das Globulin XY wird in der abzentrifugierten Zusatzfliissigkeit dureh 
Verdiinnung auf wu 0,005 bis 0,01 und Ansaéuerung auf fy 5 bis 5,3 quanti- 
tativ gefallt' und nach 12 bis 15 Stunden abzentrifugiert. Dann wird das 
Myogen durch Sulfosalicylsiure gefallt. Der Rest-N bleibt in Lésung. 

Das Myogen wird entweder als Differenz des GesamteiweiBes der 
Zusatzfliissigkeit (nach Konzentrationsausgleich) und des Globulins X oder 
aber nach Fallung des Globulins X unmittelbar bestimmt. In demselben 
Versuch stimmen beide Verfahren im allgemeinen auf weniger als 1% 
iiberein. Der Globulin X-Anteil am Eiwei®B der Zusatzfliissigkeit ist klein. 
Er nimmt von py 5,8 -- 7,2 von 5%, auf héchstens 20°, des Gesamt- 
myogens Zu. 

Fiir die Berechnung des NLR aus dem Gewicht des Muskelbreies, 
dem Volumen und der Myogenkonzentration der Zusatzfliissigkeit 
nehmen Gleichung (1) und (2) folgende Form an: 


q = Gewichte des Muskelbreies: ¢ = Myogenkonzentration der Zusatz- 
fliissigkeiten: a Volumina der Zusatzfliissigkeiten; d Dichte der 
Kaninchenmuskulatur 1,065*. 

GréoBen mit dem Index 1 betreffen die schwach verdiinnten A-Proben, 
mit dem Index 2 die stark verdiinnten /-Proben. 

Um den Anteil des NLR an 1 ecm Muskel zu erhalten, werden 
Gleichung (1) und (2) durch g/d dividiert. Wird auBerdem_ beriick- 
sichtigt, daB »v — a + g/d ist, so ergibt sich fiir (1): 


ad O19 Nd 


q c.g 


(3) 
! Die Ansduerung erfolgt durch stark verdiinnten Acetatpuffer, 
Pu = 4,62, nicht durch Saure, um eine Entionisierungsfallung des Myogens 
(vel. H. H. Weber, diese Zeitschr. 158, 443, 1925) zu vermeiden. * Tab. 
Biol. II, 320, 1925. 
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und fir Gleichung (2): 


a,d yd 
c,| —-+ ] : 


qy Yo 
Co 
Man erhalt so den NLR in cem in leem des Muskelbreies. Die EK) 
gebnisse werden weiterhin mit 100 multipliziert als Vol.-°% angegeben 


IV. Die GréGe des nichtlésenden Raumes. 

Jeder einzelne Versuch gibt nach G1. (3) mit jedem A-Ansatz (A,, Ao, . . 
und jedem #-Ansatz (B,, B,,...) einen Wert fiir den NLR und _ nac! 
Gl. (4) je einen Wert fiir jede Kombination eines A- und eines B-Ansatze- 
(A, B,, A, B,, A,B, usw.). Die Ergebnisse nach Gl. (3), die von der Vol! 
stindigkeit des Myogenausgleichs abhangig sind, erreichen ihren fiir di 
A- und B-Ansatze gleichen Héchstwert nach 30 Stunden (vgl. z. B. Va 
belle 1, Spalte 2 und 3). Die Werte nach Gl. (2), die nicht von der Voll 
stindigkeit des Myogenausgleichs, sondern nur von seiner GleichmaBigkeit 
abhingen, andern sich nicht deutlich mit der Ausgleichszeit (Tabelle | 
Spalte 1). Der Konzentrationsausgleich liuft also in A und B von vornherein 
gleichmaBig ab und ist nach 30 Stunden vollstandig. 


Die Mittelwerte aus jedem Einzelversuch nach etwa 30stiindige: 
Ausgleichszeit sind in Tabelle If nach der Art ihrer Berechnung zu 
sammengestellt. Das Durchschnittsergebnis aller dieser Mittelwerte ist 
fiir alle Berechnungsarten praktisch gleich (Tabelle II, Spalte I, Il A 
und B). Der Anteil des NLR am Gesamtvolumen des Muskels betrigt 
demnach ohne systematische Fehler etwa 66%. 

Die betrachtlichen Unterschiede zwischen den Ergebnissen der einzelnen 
Versuche bei der Ausrechnung nach Gl. (3)B beruhen also offenbar in 
wesentlichen auf dem verschiedenen Anteil des Myogen-N am Gesamt-N 
bei den einzelnen Kaninchen. Da® das so ist, laBt sich auch auf anderem 
Wege. zeigen: Wird der Berechnung statt des durehschnittlichen Anteils 
von 19°, der friiher beobachtete! obere Grenzwert von 20,7°% oder de 
untere Grenzwert von 17°, zugrunde gelegt, so ergibt sich selbst fiir di 
Versuche ein normaler NLR, deren Werte fiir einen Myogenanteil vor 
19°, am starksten vom Durehschnitt abweichen (Tabelle III, Versuch von 
2. und 20. Mai). 

Der NLR ist ferner zwischen pu 5,8 und 7,2 und einer Ionenstark: 
zwischen 0,1 und 0,16 4 vom Salzgehalt und px ganz oder fast ganz 
unabhangig (Tabelle Il, Spalte III). Der NLR von 66°% steht in tbe 
raschend guter Ubereinstimmung mit dem NLR von etwa 68%, de 
sich aus den osmotischen Versuchen von P. E. Duff errechnet (s. Ab 
schnitt 1). 

Der Lisungsraum fiir Myogen im zerschnittenen Muskel setzt sich 
zusammen aus dem Raum zwischen den einzelnen Muskelfasern und 


' H.H. Weber u. K. Meyer, diese Zeitschr. 218, 1, 1930. 


Tabelle 
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; M = 0,19 N j 0,207 N 
Versuch vom 


B me B 

2. V. 74%, 58% | 64% 21% 56°, 

26. VI. 718% 97% 69°, qe % 62 % 51° 
20. V. 81% | 119% || 72% 97 % 65%, 78° 
dem Myogen lésenden Anteil des Faservolumens selbst. Feststellungen 
tuber die GréBe des Raumes zwischen den Muskelfasern fehlen bein 
Saugetiermuskel ganz. Beim Froschsartorius betragt der Anteil des 
Trockenkolloids am Gesamtmuskel 14°, an der Einzelfaser 17°, 
Aus dieser Differenz wiirde sich ein Zwischenraum der Fasern von 18 ‘ 

des Muskelvolumens berechnen. Der Teil des Muskels, der in freiem 
Ionenaustausch mit Blut oder Durchstrémungsfliissigkeit steht vel 
mutlich ebenfalls der Faserzwischenraum , schwankt zwischen 15 
und 30%. Dem Anteil des NLR am Muskelvolumen von etwa 65/100 
wiirde demnach ein Anteil am Faservolumen von etwa 65 80 — 80 °%, 
entsprechen. Wenn das geléste Myogen nur etwa 20%, der Muskel 
faser erfillt, wiirde die Myogenlésung nicht einmal den gesamten Sarko 
plasmaraum beanspruchen. Selbst wenn beim Saugermuskel de: 
Zwischenraum zwischen den Fasern etwas kleiner sein sollte als beim 


Frosch, ware das Myogen auf jeden Fall ganz im Sarkoplasmaraum 
unterzubringen. 


V. Zusammenfassung. 

Die Myogenlésung des Saéugetiermuskels nimmt etwa 35°, ces 
Volumens zerschnittener Saugermuskulatur ein. In der einzelnen un 
zerschnittenen Muskelfaser diirfte sie weniger als 20% des Volumens 
beanspruchen. 

Es werden verschiedene Bestimmungs- und Berechnungsmethoden 
des NLR fiir Myogen angewendet, die fiir dieselben Fehler ganz ver 
schieden empfindlich sind. Die Ubereinstimmung ihrer Ergebnisse zeigt, 
daB die angegebenen Werte durch systematische Fehler nicht verfalscht 
werden. 


1 DP. Noll u. H.H. Weber, Pfliigers Arch. 235, 234, 1934. 2M.C. 
Eggleton, J. of Physiol. 79, 31, 1933. 
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Ascorbinsiure-Bestimmung im Harn durch Titration. 
Von 
Hans vy. Euler und Dagmar Burstrém. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 12, November 1955.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor einigen Jahren haben wir in Riicksicht auf die chemische 
Vitamin-C-Bestimmung Versuche mit dem Reagens von Folin-Denis und 
mit Naphtoresorein angestellt!. Bald nachdem im menschlichen Harn 
zum erstenmal Ascorbinsaure nachgewiesen worden war?, wurde sowohl 
hier als in anderen Instituten untersucht, welche Substanzen bei der 
Titration mit 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol gleichzeitig mit der 
Ascorbinsaure erfaBt werden, bzw. welche Begleitstoffe die Titrations- 
resultate st6ren. Auf die Reduktionswirkung von Glutathion hatten wir 
bereits aufmerksam gemacht! und gezeigt, das bei py 4 bis 5 
Adrenalin und Glucosamin den Tillmans-Indikator praktisch nicht 
reduzieren. In noch héherem Aziditatsgrad, namlich bei px 2.5 
werden nach Harris und Ray? Stérungen auch durch andere Sulfhydryle 
als Glutathion, besonders Cystein, vermieden. 

Euler und Martius* haben dann der Titrationsmethodik mehrere 
Arbeiten gewidmet, und durch neue Versuche von Malmberg® sind 
die Titrationsbedingungen (anlaBlich von Verbesserungsvorschlagen 
aus dem Utrechter Laboratorium ®) nochmals gepriift worden und 
schlieBlich wurde der Nachweis der Sulfhydryle durch Nitroprussid- 


natrium besprochen. Ascorbinsaure scheint nicht selten die prosthe- 


tische Gruppe eines Vitazyms (Ergozyms) zu bilden’. 

Eine eingehende Kritik der C-Titration des Harns verdankt man 
Johnson und Zilva®’, und neuerdings haben sich Harris und Ray® 
zur C-Bestimmung im Harn wieder des Tillmans-Indikators bedient. 
Die Erfahrungen der verschiedenen auf diesem Gebiet  fiihrenden 
Institute stimmen also im wesentlichen hinsichtlich der Brauchbarkeit 
des 2, 6-Dichlorphenol-Indophenols iiberein. Seine Anwendung bei 
klinischen Untersuchungen scheint also geniigend ausgearbeitet und 


1 Euler, Burstrém u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 44, 288, 1932. 
2 Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 7, 1933. 
3 Harris u. Ray, Biochem. J. 27, 303, 1983; Birch Harris u. Ray, ebenda 
27, 580, 1933. — 4 Martius u. Euler, diese Zeitschr. 271, 9. 1934; Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 222, 65, 1933. — ° Euler u. Malmberg, diese Zeitschr. 279, 
338, 1935. 5 van Kekelen, Emmer, Josephy, Acta Brev. Neerl. 3, 168, 
1933; Nature 182, 315, 1933. Emmer: u. van Eekelen, Biochem. J. 28, 1153, 
1934; Emmeri, ebenda 28, 268, 1934. 7 Vel. Euler, Arkiv f. Kemi 12B, 
Nr. il. 8 Johnson u. Zilva, Biochem. J. 28, 1393, 1934. ® Harris 
u. Ray, Lancet 1. 71, 1935. 
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einfach zu sein, etwa abgesehen von besonderen pathologischen Harnen 
Auf die diesbeziiglichen auch in neuester Zeit wieder erschienenet 
Erérterungen! sei in diesem Zusammenhang nur kurz verwiesen. Bei de: 
Untersuchung von Apfelsinen- und Zitronensaft fanden Bacharach 
Cook und Smith? auch mit der Jodtitration befriedigende Resultate 
Viele tierische Fliissigkeiten und Extrakte machen durch ihren Gehalt 
an jodverbrauchenden Stoffen die Ascorbinséiurebestimmung durch 
Jodtitration ungenau. 

Angaben, daB das Villmans-Reagens mit Fructose und Arabinose 
reagiert®, kénnen nur entweder durch direkte Verunreinigungen veranla{t 
sein oder durch Redukton, das nach den Feststellungen dieses Instituts ! 
2, 6-Dichlorphenol-Indophenol reduziert. 

Schon frither als der Tillmans-Indikator ist von Bezssonoff® zu 
Vitamin-C- Bestimmung ein anderes Reagens in Vorschlag gekommen. 
und es erschien uns notwendig, uns dariiber eigene Erfahrungen zu 
verschaffen. 

Versuche mit Monomolybdo-Phosphowolframsiure. 

Bezssonoff hatte bereits 1921 die Farbenreaktion beschrieben, 
welche antiskorbutische Lésungen mit Molybdo-Phosphowolframsaure 
ergeben®. Seine Vorschrift war folgende: Man lést in 250 cem Wasser 
74 g¢ Natriumwolframat, 8 g Phosphomolybdenséure und 10 cem Ortho 
phosphorsaure. 

Damit mischt man eine Lésung von 50 °%iger Schwefelsaure, lat 
abkiihlen, und nach 3 Stunden ist die Kristallisation beendet. Man 
dekantiert und wiascht die Kristalle auf dem Filter mit 15 °,iger Schwefel 


saure. Die Reinheit der Kristalle priift man, indem man einige Tropfen 


der wasserigen konzentrierten Lésung zu 2 bis 3 cem 0,1 °%igem Pyro 
gallols zugibt und die Zeit bis zur Violettfarbung beobachtet 
Unser Reagens gab violette Farbung mit Pyrogallol nach 1 Stunde 

In einer zweiten Darstellung wurde die Lésung genau nach den 
Vorschriften in Soc. Chim. Biol. 16, 1135, 1934 behandelt 7. Trotz vier 


' Gabbe, Klin. Wochenschr. 14, 613, 1985; W.v. Drigalsky, ebenda 614; 
Titration mit Jod in saurer Lésung siehe Stepp u. Schréder, ebenda 14, 147, 
1935; W.v. Drigalsky, ebenda 14, 338, 1935. Anmerkung bei der Korrektur. 
Siehe auch die Kritik von 7’. Baumann, Zeitschr. f. Vitaminf. 4, 354, 1935. 

* Biochem. J. 28, 1038, 1934. 3 Proc. 6th. Cane. Cong. Phys. Pharm. 
Bio. Academy of Sciences PreB, Moskau 1935; siehe auch Bacharach u. 
Glynn, Nature 186, 757, 1935. + Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, 
Nr. 8, 1933. 5 Bezssonoff, die zahlreichen Mitteilungen dieses Verfassers in 
C. r. Acad. Science und in Bull. Soe. Chim. Biol. sind zusammengestellt in 
der Monographie: Un Reactif des Vitamines etc.: L’Acide Monomolybdo 
Phosphotungstique, Nancy 1934. 8 Bezssonoff, Bull. Soc. Hyg. alim. 9, 
3, 1921; Bull. Soc. Chim. Biol. 4, Nr. 2, 1922. — 7? Daselbst ein Druckfehler 
Zeile 6 von unten steht: 5° ige Schwefelsiure, soll heiBen: 50 ige 
Schwefelsaure. 
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maligen Umkristallisierens und Auswaschens ergab unser Praparat 
violette Farbe schon nach | bis 1’), Stunden. Wir haben direkt die 
Reagenzien (Na-Wolframat, Aahlbaum und Phosphomolybdansaure, 
Th. Schuchardt) pro analysi ver- 
wendet. Die Tropfenflasche gab 





S 
Sy 


13 Tropfen per cem. Wir lésten 


6,5g Kristalle in LO0Ocem 5° iger 
Schwefelsiure, damit — jeder 


DS 


Tropfen 5 mg des Reagenses 


YS 


enthalte. 


ea) 
Die Standardlésung wurde 


%S 


, 


mit Hydrochinon § ,,Merck, Pu- 


S 
™“ 


riss."* bereitet. Die Absorption 


Extinction, gemessen im Stufenphotometer 





der Lésungen wurde in einem 


S 





Pulfrich - Stufenphotometer — in " ritertezsichnung on Situapheteneter 


3.em dicker Schicht bestimmt 
(Abb. 1). 


Die Messungen wurden stets mit Filter 8S. 50 vorgenommen und die 


Abb. 1 


Starke der Lésungen ausgedriickt in U. H. (Unité hydroquinol'), wo 
LU. B. ly Hydrochinon pro cem. 


Proben mit reinen Substanzen. 
Urinsdure: Reagens I: 1000) y gaben 165 y.H. 
Reagens II: 1000)»  ,, 48,5 U.H. 
Ascorbinsdu. e: feagens I: Gea ° gs 3 Be 
4,9» ns 2.6 U.H. 
5,2 9 3,1 U.H. 
Mittel ?: l ; 58 U. H. 
Keine Farbenreaktion wurde erhalten mit Lésungen, welche in 
10 cem enthielten®: 


3 mg Cystein, 0,38 mg Glutathion, I mg Glucose. 


' Bull. Soe. Chim. Biol. 16, 1133, 1934. * Nach der Anmerkung 
S. 1135 in der Mitteilung Bezssonoff, Delire u. van Wien, Bull. Soe. Chim. 
Biol. 16, 1934, entsprechen 100 7 Hydrochinon 176 y Ascorbinsiure, so daB 
das Verhaltnis 0,57 wird. 


Reagens II: 


» gaben 3,2 a). Ee. 
a 


5,3 3 
5,4 U.H. 
Mittel: 1 y»y , 0,585 U. H. 
3 Im AnschluB an diese Versuche mit Molybdophosphowolframsaure 
(Bezssonof/) haben wir auch unsere friiheren Studien mit Folins Reagens 


(Phosphomolybdansaure) wieder aufgenommen (Luler, Burstrému. Hell 
strom, Sv. Kem. Tidskr. 44, 288, 1932), und zwar diesmal mit dem Stufen- 
photometer, wobei wir nach Folin (J. of biol. Chem, 13, 480, 1912) Harnsaiure 
als Standard-Substanz verwendeten. Wir fanden fiir Cystein Proportio- 


nalitat zwischen Konzentration und Blaufarbung; 2,2 mg Cystein-HC! 











156 H.v. Euler u. D. Burstr6m: 


Vergleichende Ascorbinsiurebestimmungen im Harn nach Tillmans und nach 
Bezssonoft. 


Indikatorlésung FL. nach Tillmans: 0,30 g 2, 6-Dichlorphenolindopheno! 
in | Liter Phosphatpuffer px cf (Phosphatpuffer: 3,18 ¢ KH,PO, 
7,72 g Na,H PO, in | Liter.) Die Indikatorlésung wurde stets gegen eine 
eingewogene Menge Ascorbinsaure gestellt. Der Harn wurde mit Trichlor 
essigsaure bis zur Aziditit pa = 2,5 versetzt und rasch titriert. (Harris 
zieht vor, den Harn unmittelbar mit 10°, Eisessig zu versetzen; wir haben 
diese Methode in zwei Bestimmungen verwendet.) 
Uber die Ausfiihrung der Titrationen mit dem Tillmans-Reagens bei 
PH 2,5 braucht nichts besonderes erwaihnt werden; wir verweisen auf dic 
Arbeiten von Harris sowie von Euler, Martins u. Malmberg. 
Lésunge« nach Bezssonoff: Herstellung der Indikatorlésung siehe 8. 154. 
100g neutrales Bleiacetat und 110 cem_ Eisessig + etwa 600 cem_ dest. 


Tabelle I. Bestimmung nach Tillmans bei py &.S. 





Indikator- |) Zugesetzte Ascorbin- Potal Gefunden 
Harn losung siiure Ascorbin- Ascorbinséure 


Harnproben 7 
I saure In mg 


ecm cem in mg ineemF.L.. in F.L. | in 10cem Har 


ds > ; 10 1S 0.492 5, 7,0 O11 
io ; 10 1.6 0,492 5, 6.8 0.14 
Se 1) 1.6 - 0.14 
ee 10) 15 0,598 5,$ 7.4 0.13 
Bass « , 10) 0,8 0,51 5,6 6.6 0,966 


H,** .. 1/11 1,8 _ - 013 
T.L.** . . | 10/11 1,1 0,544 8.4 94 0,078 


* Simtliche Harnproben beziehen sich auf mi&nnliche Versuchspersonen. ** Diese 
beiden Proben sind titriert unter Zusatz von 10°), Eisessig zum Harn (Harris). 


Tabelle I]. Bestimmung nach Bezssonof/. 





Gefunden 
Ascorbin- 
Harn- ; . : oe 
proben * Harn _H.Jecem = Sure in mg Harn 


Zugesetzte Total 
Ascorbinsiure Ascorbin- 
in 10cem saure 
: ten OY in U.H 
eem Harn in } in U.H. 


284 

296 5, - 
240 3, Wy 2 26 16 
940 : a 2 5 30 
240 ; — 


1 620 10,2 . ; _ — 
1 600 10,7 90 30 109 61 86 
* Die gleichen Versuchspersonen wie in Tabelle I, S. 156. ** Die beiden letzten Proben 
sind mit Reagens II ausgefiihrt. — Der rechte Teil der Tabelle zeigt, in welechem Grad man die 
eingewogene (zugesetzte) Ascorbinsiiure wiederfindet. 


entsprach 1 mg Harnsiure. Mit Glutathion ergab sich eine solche Proportio 
nalitat nicht. Auch mit unseren sehr reinen Co-Zymasepriparaten (Zuler, 
Albers, Schlenk) ACo 400000 (befreit vom zweiten Aktivator bzw. 
Warburg Co-Ferment) ergab sich keine Proportionalitat. 





Wasst 
200 g 
/ 
steht 
den 
und h 
ist sor 
man 
A 
Tropf 
i 
gewos 
geme: 
von 4 
\ 
Harn 
dem 
gefrag 
Leage 
kurze 
funde 
r 
beide! 
zwar 
i; 
groBe 
keine 
Meth« 
nur Z\ 
Harnl 
zur Pi 
Ausfii 
Bezss 
Harn 
stimn 
] 
Resul 
betrac 


Woche 


Ascorbinsaure-Bestimmung im Harn dureh Titration. L57 


Wasser; Pu wurde auf 3,5 eingestellt und die Lésung auf | Liter verdiinnt. 
200 g Glaubersalz auf | Liter geldést. 

Bestimmung: 10 cem Harn wurden mit 6cem Bleiacetat versetzt und 
steht 3 Minuten, worauf 4 ccm Natriumsulfatlésung zugesetzt werden, um 
den UberschuB an Pb zu entfernen. Nach weiteren 3 Minuten wird filtriert 
und hierauf das Filtrat auf das zehnfache verdiinnt. Der urspriingliche Harn 
ist somit im Verhaltnis 1: 20 verdiinnt. Von diesem verdiinnten Harn nimmt 
man 1, 2 und 38cem zu Bestimmungen nach Bezssonoff, d. h.: 

X cem Harnverdiinnung, 10 X ecm Wasser sowie zwei bis drei 
Tropfen Bezssonoff-Reagens. 

Es wurde auch eine verdiinnte bestimmte Harnmenge mit einer ab- 
gewogenen Ascorbinséiuremenge versetzt und die gesamte Menge im U. H. 
gemessen und dabei erhalten: 25 an Stelle von 28 (12 + 16), 41 an Stelle 
von 42 (12 + 30), 86 an Stelle von 91 (30 + 61). 

Wir finden also mit dem Reagens von Bezssonoff in den verschiedenen 


Harnproben auberordentlich viel gréBere Ascorbinsiuremengen als mit 


dem Tillmans-Reagens (vgl. Tabelle I und Il). Wir haben uns natiirlich 
gefragt, ob die Unterschiede in unserer Herstellungsweise des Bezssonoff- 
teagenses liegen kénnen; wir haben ja, wie oben angegeben, eine etwas 
kiirzere Zeit fiir den Eintritt der Violettfarbung durch Pyrogallol ge- 
funden als bezssonoff angibt. 

Es ist hervorzuheben, daB wir die eingewogene Ascorbinsdiure mit 
beiden Methoden innerhalb der Versuchsfehler gleich gro} finden, und 
zwar sowohl im Wasser als im Harn. 

Bei welchen Harnen (ohne Zusatz von Ascorbinsdure) besonders 
groBe Unterschiede in den Titrationsresultaten auftreten, haben wir 
keine Veranlassung gehabt, zu untersuchen. Unsere mit der Bezssonoff- 
Methodik erhaltenen auffallend groBen Reduktionswerte kénnen wohl 
nur zum Teil davon herriihren, dai vom Bezssonoff/-Reagens noch andere 
Harnbestandteile als Ascorbinsaure erfait werden. Jedenfalls ware es 
zur Priifung des Bezssonof/-Verfahrens wiinschenswert, dab eine genauere 
Ausfiihrungsvorschrift fiir die C-Bestimmung im Harn gegeben wird. 
Bezssonof/ selbst gibt einige nach seiner Methode erhaltenen C-Werte fiir 
Harn an, welche der GréBenordnung nach mit den iublichen iberein- 
stimmen!. 

Die in der Untersuchung von Euler und Malmberg? erhaltenen 
Resultate kénnen jedenfalls als analytisch durchaus_ sichergestellt 
betrachtet werden. 


' Bezssonof{f, Monographie, S. 130; siehe hierzu auch Willstaedt, Klin. 
Wochenschr. 14, Heft 48, 1935. 2 Diese Zeitschr. 2¢9, 338, 1935. 











Kinige Bemerkungen 
zur Arbeit von K.H. Meyer und H. Hemmi: ,,Beitrage zur Theorie der 
Narkose. III‘‘. (Diese Zeitschr. 277, 39, 1935.) 


Von 
N. W. Lazarew. 


(Aus dem toxikologischen Laboratorium des Instituts fiir Arbeitshygien 
und Berufskrankheiten zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1935.) 


Die Verfasser der angefiihrten Arbeit behandeln die Frage det 
relativen Wirkungskraft von Narkotica in der Luft und in wasserigen Lésungen 
(,.8. Es wird die Wirkungsstarke im Gaszustande und in wasseriger Lésung 
behandelt und eine Erklarung dafiir gegeben, daB CHCl, in Luft starker, in 
Wasser schwacher narkotisch erscheint als CC1I,‘*). Hierzu moéchte ich daran 
erinnern, daB diese Frage in meiner Arbeit ,,.Uber die narkotische Wirkungs 
kraft der Diaimpfe der Chlorderivate des Methans, des Athans und des 
Athylens**! vor 6 Jahren behandelt worden ist. Ich habe gezeigt, da’ 
fiir eine Reihe von Dampfen der gechlorten Kohlenwasserstoffe (dar 
unter auch CHCl, und CCl,) die GréBen der relativen narkotischen Wirkungs- 
kraft, die in unseren und Lehmanns Versuchen erhalten waren, mit den 
aus der relativen Giftigkeit in wasserigen Lésungen nach Frhners Ver 
suchen und den Koeffizienten der Wasserléslichkeit errechneten hinlanglich 
ibereinstimmen. Inzwischen habe ich (in Gemeinschaft mit A. Brussi 
lowskaja) den EinfluB8 der verschiedenen Léslichkeit der Narkotica im 
Gas- oder Dampfzustand auf ihre Wirkungsstarke systematisch zu unter- 
suchen begonnen. Diese Untersuchungen haben schon jetzt ergeben, dal} 
in einer Reihe von Fallen die iiblichen Vorstellungen tiber den Zusammen 
hang zwischen chemischem Bau der Molekiile und narkotischer Wirkungs 
kraft nicht zutreffen (Vortrag auf dem XV. Internationalen Physiologen 
kongreB in Leningrad). 


! Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 141, 





























